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OZET

IDRAR MATRIKS BILESENLERININ VE KORUYUCU KIMYASALLARIN
iYOT OLCUMUNE ETKIiLERININ DEGERLENDIRILMESI

Amag: Bu ¢alismada idrar toplama i¢in idrar analitlerinin stabilizasyonunu saglamada
kullanilan hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,CO3, sodyum florid, formalin,
timol, etanol + polietilen glikol gibi farkli 6zellikteki koruyucu kimyasallarin idrar iyot
Ol¢iimii lizerine etkilerinin diizeylerinin in vitro belirlenmesi amaglanmastir.
Gerec¢ ve Yontem: Referans calismalardan elde edilen miktarlar dikkate alinarak farkl
koruyucu kimyasallar i¢in hazirlanan tiiplerden her birine idrar havuzundan son hacim
10 mL olacak sekilde idrar numunesi aktarildi. Her bir tiip ve bu tiiplere uygun bazal
idrar numunelerinde iyot analizleri en az bes kez tekrarlandi.
Bulgular: Kullanilan kimyasal koruyucular igerisinde idrar iyot analiz sonuglarina
interferanslar1 digerlerine gore daha kabul edilebilir diizeylerde olanlar sirasiyla %1
(v/v) 100 g/L timol, %0,5 (w/v) Na,COs, %1 (w/v) Na,COs, %1 (v/v) 6N HCI, %0,25
(v/v) 100 g/L timol, %1 (v/v) %50 asetik asit, %1 (w/v) borik asit, %1,8 (w/v) borik asit
ve 10 mL/L formalin + 0,15 mol/L. NaCl idi. Ek olarak matriks c¢alismasi ile bazal
patolojik idrar diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde olan
parametreler protein ve lokosit sayilart iken, 1:2 diliisyonlu numunelerin patolojik
diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde olanlar glukoz, bilirubin,
tirobilinojen, keton (asetoasetik asit), eritrosit sayilar1 ve epitel sayilar1 idi. Ancak nitrit,
16kosit ve bakteri varliginin dikkate deger diizeylerde oldugu idrar numunesinin gerek
bazal gerekse 1:2 diliisyonlu diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul edilebilir
diizeylerde degil idi.
Sonug: Idrar iyot analizlerinde kullanilabilecek koruyucu kimyasallarin tipleri ve
diizeyleri i¢in literatiirde bilimsel verilerin mevcut olmamasi ve farkli iiretici firmalarin
test kilavuzlarinda onerilen koruyucu kimyasal bilgilerinin birbirleri ile c¢eligsebilmesi
dikkate alindiginda bu c¢alismanin sonuglari rutin laboratuvar uygulamalarinda iyot
analizleri i¢in kullanilabilecek uygun koruyucularin belirlenmesine katki saglayacaktir.
Anahtar Kelimeler: Idrar, Iyot Analizi, Koruyucu Kimyasallar, Sandell-Kolthoff
Reaksiyonunu
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE EFFECTS OF URINE MATRiX CONSTITUENTS AND
PRESERVATIVES ON THE MEASUREMENT OF IODINE

Aim: The aim of this study was to determine the effects of different chemical
preservatives such as hydrochloric acid, acetic acid, boric acid, Na,COs, sodium
fluoride, formalin, thymol, ethanol+polyethylene glycol on urinary iodine measurement
in vitro.

Material and Method: Taking into consideration the amounts obtained from the
reference studies, urine samples were transferred to each tube prepared for different
preservative chemicals, with a final volume of 10 mL from the urine pool. Iodine
analyzes were repeated at least five times in each tube and basal urine samples
appropriate to these tubes.

Results: The interferences of the urine iodine analysis results in the chemical
preservatives used were 1% (v/v) 100 g/L thymol, 0.5% (w/v) Na,COs3, 1% (W/v)
Na,COs, 1% (v/v) 6N HCl, 0.25% (v/v) 100 g/L thymol, 1% (v/v) 50% acetic acide, 1%
(w/v) boric acid, 1.8% (w/v) boric acid and 10 mL/L formalin with 0.15 mol/L. NaCl,
respectively. In addition, while the parameters which have the effects of basal
pathological urine levels on iodine analysis at acceptable levels were protein and
leukocyte counts, the parameters which have the effects of 1:2 of diluted samples at
acceptable levels were glucose, bilirubin, urobilinogen, ketone (acetoacetic acid),
erythrocyte counts and epithelial counts. However, the effects of both basal and 1:2
dilution levels of the urine sample, which had significant levels of nitrite, leukocyte and
bacteria, on iodine analysis were not acceptable.

Conclusion: Considering the lack of scientific data in the literature for the types and
levels of preservative chemicals that can be used in urinary iodine analyzes and the
protective chemical knowledge suggested in the test guides of different manufacturers,
the results of this study will contribute to the determination of suitable preservatives for
iodine analysis in routine laboratory applications.

Key Words: Urine, lodine Analysis, Preservatives, Sandell-Kolthoff Reaction
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1. GIRIS

Iyot, tiroit hormonlar1 olan tiroksin (T4) ve triiyodotironin (T3) sentezi i¢in
gerekli bir eser elementtir. Eksikligi ¢ocuklarda zihinsel ve fiziksel gelismede zayiflama
ve ayrica yetiskinlerde guatr hastaligma neden olur. insan viicudu toplamda 15-20 mg
iyot igerir ve bu miktarin yaklasik %70-80’ni tiroit bezinde lokalizedir (Hassanien ve
ark. 2003). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), okul éncesi ¢ocuklar i¢in 90 ug, okul dénemi
cocuklart igin 120 pg, ergenler ve yetiskinler icin 150 pg ve hamile ve emziren kadinlar
icin 220 pg glinlik iyot alimmi onermektedir (WHO/UNICEF/ICCIDD 1996).
Giliniimlizde insanlarin glinlilk iyot gereksinimleri iyotlu tuzlarla saglanmaktadir.
Giinliik iyot aliniminin yeterliliginin degerlendirilmesi i¢in siit, serum, idrar gibi farkl
biyolojik numunelerde iyot diizeylerinin belirlenmesinde farkli metotlar tanimlanmistir
(Azizi ve ark. 2002; Nikolic ve ark. 2005; Hedayati ve ark. 2007). Ancak giliniimiizde
rutin amagch sik kullanilan numune tiiri 24-saatlik idrar olup, sik kullanilan metotlar ise
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) ve kolorimetrik Sandell-
Kolthoff (S-K) reaksiyonudur.

Rutin uygulamalarda idrar numunelerinde yapilan analizler asemptomatik,
konjenital veya herediter hastaliklarin  tanmisinda, hastalik  progresyonunun
monitorizasyonunda, tedavi etkinliklerinin veya komplikasyonlarinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Coe ve ark. 1992). Dogru ve giivenilir bir test
sonucu i¢in idrar numune biitiinliigliniin korunmasi esastir. Biyolojik numunenin
stabilitesi optimum laboratuvar sonuclar1 i¢in 6nemli bir faktordiir ve metodolojik
standardizasyon diyet, numune toplama ve idrar drneklerinin korunmasi gibi hasta ve
ornek hazirlama kosullarma odaklanir. Idrar toplama igin kullanilan koruyucu
kimyasallar test edilen madde ve kullanilan metoda gore degismektedir. Bu kimyasallar
(hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,CO3, sodyum florid, formalin, timol, etanol +
polietilen glikol) genellikle mikroorganizmalarin iiremesini engellerler. Bu koruyucu
kimyasallardan hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,CO3, sodyum florid idrar
numunelerinde farkli tipte molekiillerin analizi icin tercih edilirken; formalin, timol,
etanol + polietilen glikol idrar sediment analizlerinde tercih edilmektedir (Schiwara ve
ark. 1992; Schumann ve ark. 1995; Kouri ve ark. 2002; Feres ve ark. 2011). Ancak idrar

iyot analizlerinde kullanilabilecek koruyucu kimyasallarin tipleri ve diizeyleri i¢in
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literatiirde bilimsel veriler mevcut olmayip, farkli iiretici firmalarmn test kilavuzlarinda
onerilen koruyucu kimyasal bilgileri birbirleri ile ¢elisebilmektedir. Bu durum dikkate
alindiginda, bu caligmada idrar toplama icin idrar analitlerinin stabilizasyonunu
saglamada kullanilan hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,COj;, sodyum florid,
formalin, timol, etanol + polietilen glikol gibi farkli 6zellikteki koruyucu kimyasallarin

idrar iyot 6l¢iimii iizerine etkilerinin diizeylerinin in vitro belirlenmesi amaglanmuistir.

In vitro interferanslar, biyokimyasal analizlerin biyolojik sivilarin (serum, plazma,
idrar, beyin omurilik sivis1 gibi) kompleks matrikslerinde yapilmasindan kaynakli
ger¢eklesmektedir. Bu sivilar ylizlerce bilesen igermekte olup; bu bilesenler 6l¢tiimii
yapilacak analitin fiziksel, kromatografik veya spektral Ozelliklerini de taklit
edebilecegi gibi, bu bilesenlerin kimyasal gruplari test reaktifleri ile reaksiyona girebilir
(Plebani ve Carraro 1997). Ornegin, serum matriksinin iki énemli bileseni olan glukoz
ve kreatinin i¢in serum glukoz konsantrasyonlarinin patolojik artigina paralel olarak
kreatinin analizleri ile klinik tablo ile uyumlu olmayan anlamli yiiksek kreatinin
degerleri saptanabilmektedir (Mak ve ark. 1997). Serum glukoz konsantrasyonlarinin
patolojik artiglarinda saptanan yalanci yiiksek kreatinin sonuglari gibi numune
matriksinde bulunan bir bilesenin patolojik artisinin diger matriks bileseninin analizine
olan potansiyel interferansinin dnceden bilinmesi rutin laboratuvar uygulamalarinda
birtakim diizeltici ve Onleyici tedbirlerin alinmasina katki saglamaktadir. Ancak
literatiirde idrar matriks bilesenlerinin idrar iyot Ol¢iimii {izerine olan interferansina
yonelik bilimsel bir veri yoktur. Bu durum dikkate alindiginda, bu ¢aligmada farkl1 tipte
ve oldukca degisken diizeylerdeki analitlerin (glukoz, protein, bilirubin, iirobilinojen,
keton, nitrit, hiicreler, kristaller, silendirler gibi) patolojik diizeylerde olusturdugu idrar

matriksinin idrar iyot 6l¢limii lizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iyot

fyot, atom numarasi 53 olan stabil halojenler grubundan bir elementtir. Kimyasal
olarak iyot halojenlerin en az reaktif olani, astatin'den sonra en elektropozitif olanidir.
Standart kosullar altinda mor-siyah metalik olmayan kati formdadir. Erime noktasi
113,7 °C olup bu sicaklikta koyu menekse rengindedir. Bu element 1811 yilinda Fransiz
kimyager Bernard Courtois tarafindan kesfedildi ve ardindan Joseph Louis Gay-Lussac

tarafindan Yunanca “menekse rengi” anlaminda gelen ‘“iyot” olarak isimlendirildi

(Crosland, 2004).

Iyot, iyodit (I'), iyodat (I03") ve periyodat anyonlari seklinde farkli oksidasyon
durumlarinda bulunabilir. Besinsel alim i¢in en agir esansiyel mineraldir. Eriskin
bireyler i¢in iyot gereksinimi 150 pg/giin (FAO/WHO 2002, IOM 2001) olup; baslica
iyot kaynaklar1 deniz havasindaki molekiiler iyot, besinler ve i¢me sularidir. Deniz
seviyesinden uzaklastikca topragin iyot icerigi azaldigindan besinsel eksikligin

onlenmesi i¢in giiniimiizde sofra tuzlarma iyot katilmaktadir (Omer, 2015).

Iyot, tiroit hormonlar1 olan tiroksinin (T4) ve triiyodotironinin (T3) sentezi i¢in
gerekli olan énemli bir eser elementtir. Insan viicudu 15-20 mg iyot icerir ve %70-80'
tiroit bezinde bulunur. Tiroit bezinden alinan iyot formu olan I', hidrojen peroksit ve
tiroit peroksidaz ile I, (iyodin) formuna oksitlenir. Ayni enzim tiroit folikiilleri
icerisinde kolloid damlaciklar1 halinde depolanan bir glikoprotein olan tiroglobulinin
tirozin kalintilarina okside olmus aktif iyotlar1 baglayarak 3-monoiyodotirozin (MIT) ve
3,5-diiyodotirozin (DIT) olusturarak organifikasyon gerceklesir. MiT'ler ve DIT'ler
tiroit hormonlar1 olan T3 ve T4'W olusturmak igin birlesirler (Sekil 2.1) (Hall’dan,
2016). Bu tiroit hormonlari, tiroglobuline baghdir ve tiroit kolloidinin ana bileseni
olarak depolanir. Tiroit stimule edici hormon (TSH) ile hiicrenin uyarilmasi sonrasi
proteolitik enzimlerce T3 ve T4 tiroglobulinden ayrilir ve bu hormonlar kana salinir.
Tiroit hormonlari, gelismekte olan beyin, kas, kalp, hipofiz ve bobrek gibi hedef

organlarda karbonhidrat, lipit, protein ve bazi inorganik bilesiklerin (kalsiyum ve fosfor



gibi) metabolizmalarinin diizenlenmesinde ¢ok sayida etkiye sahiptir (Omer, 2015, Hall,

2016).
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Bu hormonlar ¢esitli viicut hiicrelerinde gorevlerini yaptiktan sonra
deiyodinasyon, deaminasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlar1 ile inkative olurlar.
Temel inaktivasyon reaksiyonu deiyodinasyon olup, serbest kalan iyot tiroit bezi
tarafindan yeniden kullanilabilirken, geri kalan ekstraselliiler bolgeye gegen iyot idrarla
atilir. Tipik olarak, idrar, alinan tiim iyodun %90'indan fazlasin igerir. Kalanlarin ¢ogu
karacigerde glukuronik asit veya siilfatla baglanarak digki ile atilir veya kiigiik bir

miktar ter i¢cinde de atilabilir (Omer, 2015).

2.1.1. Besin Kaynaklari

Gidalarin iyot igerigi, i¢inde yetistirildigi topragin iyot icerigine baglidir. Dogada
bulunan iyotlari ¢ogu, iyot tuzlar seklinde deniz suyunda bulunur. Deniz yosunlar1 ve
deniz yosunlarini besin olarak kullanan baliklar da iyot bakimindan zengindir. Bu
nedenle deniz yosunu giibresi ile yetistirilen sebze ve resiflerde yasayan balik tiiketen
popiilasyonlar yiiksek iyot alimina sahiptir. Yumurta, et, siit ve siit {rilinleri, tahil
taneleri, kuru baklagiller, kurutulmus sebzeler ve kurutulmus meyveler de dahil olmak
tizere ¢ok cesitli yiyecekler farkli diizeylerde iyot icermekle beraber iyi besinsel iyot
kaynaklar1 deniz baliklar1 ve kabuklu deniz hayvanlartyla smirlidir (Tablo 2.1)
(FAO/WHO 2002). Gidalarin iyot icerigi cografi bolgelere gore degiskenlik
gostermekte olup 30 ug/100 g ile 800 ug/100 g arasindadir. Bu nedenle, bir cografi
bolgeden gelen yiyeceklerin ortalama iyot igerigi baska bir cografi bolgede yasayan
popiilasyonunun giinliik ihtiyaci olan iyot aliminin belirlenmesinde yeterli olmayabilir

(Pearce ve ark. 2013, Gaitan, 1990).



Tablo 2.1. Bazi gidalarin iyot igerigi (ng/100 g)

Gida Taze iiriin Kurulmus iiriin
Ortalama Arahk Ortalama Arahk

Balik (tatl su) 30 17-40 116 68-194
Balik (deniz) 832 163-3,180 3,715 471-4,591
Kabuklu deniz 798 308-1,300 3,866 1,292-4,987
hayvani
Et 50 27-97 - -
Siit 47 35-56 - -
Yumurtalar 93 - - -
Tahil taneleri 47 22-72 65 34-92
Meyveler 18 10-29 154 62-277
Baklagiller 30 23-36 234 223-245
Sebzeler 29 12-201 385 204-1,636

2.1.2. Iyot Eksiklikleri

Besinlerle gilinlik iyot gereksiniminin karsilanamadigi durumlarda iyot
yetersizligi hastaliklar1 olarak tanimlanan gelisimsel ve fonksiyonel hastaliklar ortaya
¢ikabilir. Iyot eksikligi, tiroit hormonu iiretiminin azalmasina yanit olarak TSH
artmasina neden olur. TSH hedef organlarin hem biiyiime geligmesini hem de hormon
salgilamalarini uyaran tropik bir hormondur. Bu yiizden TSH'nin stimiilasyon etkisinin
bir sonucu guatr olarak gelisir. Ciddi iyot eksikligi hipotiroidizm gibi fonksiyonel ve
gelisimsel anormalliklere de yol acar. Hipotiroidi, bebeklerde ve ¢ocuklarda fiziksel ve
zihinsel gerilige neden olur. Yenidoganda iyot eksikligi perinatal mortaliteye, bebek
Olimlerine ve diisiik dogum agirligina neden olur. Fetal ve neonatal donemde ciddi iyot
eksikligi zihinsel ve diger norolojik gerilik ve sekonder cinsiyet Ozelliklerinin
gelismesinde gecikme ile karakterize olan kretinizme yol agabilir (Vaivada ve ark.
2017). Yetiskinlerde, letarji ve zihinsel fonksiyonda azalmaya neden olur. Farkli yas
gruplarinda iyot eksikligi problemleri iyot eksikligi hastaliklari olarak tanimlanir. Iyot
eksikligi hastaliklar1 zihinsel gerilik, hipotiroidizm, guatr, kretinizm ve farkli
derecelerde bilyiime ve gelisimsel anormallikleri igerir. Iyodun besinsel almimmindaki
yetersizlikler, iyodun bagirsaklardan yetersiz emilimi, digki, idrar ve terde iyot

atthminin artmasi, gebelik ve laktasyon donemi, viicudun tiroit hormonlarina olan



ihtiyacin artmasi ve anti-tiroit ilaglarla uzun siireli tedavi iyot eksikligi hastaliklarmin

nedenleri olarak siralanabilir (Zimmermann ve Boelaert 2015).

Diinya genelinde iyot eksikligi hastaliklari, 130 iilkede onemli bir halk sagligi
problemi olmaya devam etmektedir. Yaklasik 740 milyon insanin (diinya niifusunun
%13') guatrdan etkilendigi, yaklasik 2,23 milyar insanin (diinya niifusunun %38°1) iyot
eksikligi hastaliklari ic¢in risk altinda oldugu tahmin edilmektedir. Ek olarak Dogu
Akdeniz (niifusunun %32's1), Afrika (niifusunun %20’si), Avrupa (niifusunun %15°1) ve
Glineydogu Asya (niifusunun %12’si), Amerika (niifusunun %5’1), Bat1 Pasifik
(niifusunun %8°1) yiiksek guatr prevalanslarina sahiptirler (Maniakas ve ark. 2018,

Zimmermann, 2008, ICCIDD/UNICEF/WHO 2001).

2.1.3. Iyot Gereksinimlerini Etkileyen Faktorler

Iyot, gidalarda gesitli kimyasal formlarda bulunur. Normal sartlar altinda mide ve
bagirsaklarda emilen diyetle alinan iyot emilimi %90’dan fazladir. Baz1 iyot igeren
bilesikler bir degisiklie ugramadan emilebilirler. Tiroit bezi, yeterli miktarda tiroit
hormon sentezleyebilmesi icin giinde yaklasik 60 pg iyot yakalar. Tikiirik bezleri,
meme, koroid pleksus ve gastrik mukoza gibi diger farkli dokular da iyodu konsantre
edebilir. Tiroit hormon sentezinde iyot kullanimi i¢in bazi molekiillere ve minerallere
ihtiya¢ vardir. Ornegin; selenyum eksikligi karacigerde T4'in T3'e doniisiimiinii inhibe
eder. Demir eksikligi tiroit metabolizmasini zayiflatir ve viicut 1sisinin kontrol
edilememesine neden olur. Protein malniitrisyonu iyot emilimini ve metabolizmasini
etkileyerek tiroidal iyot klirensini azaltir (Zimmermann, 2008, ICCIDD/UNICEF/WHO
2001).

Bazi gidalar, tiroit hormon iiretimini ya da kullanimini interfere eden maddeler
olan guatrojenler igerir. Guatrojen iceren besinler arasinda lahana, brokoli, karnabahar,
salgam, bambu filizleri, misir, soya unu, lima fasulyesi ve dar1 sayilabilir. Ek olarak
besin alinimina eslik eden iyot eksikligi olmadig: siirece bu maddelerin bilinen klinik

bir 6nemi yoktur (IOM 2001, FAO/WHO 2002).



2.1.4. Iyot i¢cin Tavsiye Edilen Besin Alimlar

Iyodun besinsel almiminda gereksinimlerin belirlenmesinde  World Health
Organization (WHO)/United Nations International Children's Emergency Fund
(UNICEF)/International Council for the Control of lodine Deficiency Disorders
(ICCIDD) idrar iyot atillmi1 ve ultrasonografi ile tiroit biyiikliigiiniin
degerlendirilmesini tavsiye etmektedir (ICCIDD/UNICEF/WHO 2001). Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO)/WHO/U.S. Institute of Medicine
(IOM) tarafindan rapor edilen iyot i¢in tavsiye edilen besin alimlar1 Tablo 2.2’de
gosterilmistir (IOM’den, 2001; FAO/WHO’dan, 2002).



Tablo 2.2. Iyot icin énerilen alim miktarinin karsilastirilmasi: FAO/WHO'nun TEBA
(2002) ve IOM'nin OBT'si (2001)

FAO/WHO (2002) IOM (2001)
Yas gruplan TEBA Yas gruplar KA
(ng/giin) (ng/giin)

Bebekler Bebekler

0-6ay 90 0-6ay 110

7-11ay 135 7-12 ay 130

OBT
(ng/giin)

Cocuklar Cocuklar

1-3yas 75 1-3yas 90

4 - 6 yas 110 4 - 8 yas 90

7 -9 yas 100

Oglanlar Oglanlar

10 - 11 yas 135 9-13 yas 120

>12 yas 110 14 - 18 yas 150

Kizlar Kizlar

10 - 11 yas 140 9 - 13 yas 120

>12 yas 100 14 - 18 yas 150

Erkekler Erkekler

19 - 65 yas 130 19 - 30 yas 150

>65 yas 130 31-50yas 150
51 -70 yas 150
>70 yas 150

Kadinlar Kadinlar

19 - 65 yas 110 19 - 30 yas 150

>65 yas 110 31 -50 yas 150
51 -70 yas 150
>70 yas 150

Hamilelik Hamilelik

1. ¢ ayhk 200 14 - 18 yas 220

donem

2. U¢ aylk 200 19 - 30 yas 220

donem

3. ¢ aylk 200 31-50yas 220

donem

Emzirme Emzirme

0-3ay 200 14 - 18 yas 290

4-6ay 200 19 - 30 yas 290

7-12 ay 200 31 -50 yas 290

TEBA: Tavsiye Edilen Besin Alimi, KA: Kabul Edilebilir Alim

OBT: Onerilen Besin Tiiketimi



2.1.5. Toksisite ve Tolere Edilebilir Ust Alm Diizeyleri

Elemental iyot oksitleyici bir tahris edicidir ve cilt ile dogrudan temas lezyonlara
neden olabilir. Yetiskin bir birey icin letal doz 30 mg/kg’dir. Iyot tentiirii gibi yiiksek
elemental iyot konsantrasyonuna sahip ¢ozeltiler ile temizlik ve antisepsi i¢in kullanilan
povidon-iyot (Betadine) gibi ¢ozeltiler kullanim siiresinin uzamasi durumunda
dokiintiilerle karakterize doku hasarina neden olabilir (Lowe ve ark. 2006). Asir
miktarlarda alinan iyot, selenyum eksikligi varliginda daha sitotoksik olabilir (Smyth,
2003). Lugol c¢ozeltisinde iyot yaygin bir tibbi dezenfektan formiilasyonunda
kullanilmasma ragmen, c¢ozeltide kullanilan potasyum iyodiir (KI) ile reaksiyona
girmesi lizerine trityodid olur ve bu nedenle toksik degildir. Akut iyot zehirlenmesinin
belirtileri arasinda agiz, bogaz ve mide yanmasi, karin agrisi, ates, bulanti, kusma, ishal,

zay1f nabiz, kalp rahatsizlig1, koma ve siyanoz bulunur (Bech, 1989).

Cogu insan, otoimmiin tiroit hastalifi ve iyot eksikligi olan bazi alt gruplarin
disinda, yiyeceklerden fazla iyot alimina karsi ¢ok toleranslidir. Ancak bazi bireylerde
yiyeceklerden yiiksek miktarda iyot alimi, su ve besin takviyeleri; guatr, hipotiroidizm,
hipertiroidizmi, asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 ile iligkili olabilir (Farebrother ve ark.
2017). IOM'nin iyot alimlarinin {ist sinirlart i¢in Onerileri Tablo 2.3'de verilmistir

(I0M’den, 2001).

Tablo 2.3. Cesitli yas gruplarinda iyot i¢in tolere edilebilir iist alim seviyeleri (UL)

Grup pg/giin iyot
Bebekler Belirlemek miimkiin degil
Cocuklar

1-3yas 200

4 -8 yas 300

9 - 13 yas 600
Gengler, 14 - 18 yas 900
Yetigkinler, > 19 yas 1,100
Hamile kadinlar

14 - 18 yas 900
>19 yas 1,100
Emziren kadinlar

14 - 18 yas 900
>19 yas 1,100
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2.2. idrar Kompozisyonu

Idrar, kan dolasimindaki atik {iriinlerin uzaklastirilmasi igin bébrek fonksiyonlar
ile ag1ga c¢ikan bir viicut sivisidir (Brunzel, 2004). Idrar olusumunda ilk asama afferent
arteriyollerle gelen kanin sivi kisminin glomeriillerden siiziilmesi ile ultrafiltratin aciga
cikmasidir. Ultraflitratin bilesimi plazma ile benzerdir. Ancak ultraflitrat nefronlarda
proksimal tiibiil, Henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici kanallardan gecerken sekresyon
ve reabsorbsiyon fonksiyonlari ile su ve soliit bilesimi biiylik oranda degisir ve idrar

kompozisyonu ultraflitrattan ¢ok biiyiik farkliliklar gosterir (Mehmetoglu, 2004).

Idrar kompozisyonunun %95-96’s1 su olup, geri kalan kisim organik maddeler
(tre, tirik asit, kreatinin, amonyak, amino asitler, purinler, hormon metabolitleri,
enzimler, vitamin & metabolitleri gibi) ve inorganik maddelerden (sodyum, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, klor, fosfor, demir, bakir, ¢inko, iyot, flor, kobalt gibi) olusur
(Sozmen ve ark. 2004). Saglikli bir bireyde normal idrar bilesenleri Tablo 2.4’te
gosterilmistir (Wallach’dan, 2007). Ancak bazi maddeler idrarda ya hi¢ bulunmamasina
veya saptanamayacak diizeylerde bulunmasina ragmen patolojik durumlarda idrar
cikiglar1  artabilmektedir. Bunlar; proteinler (albiimin ve/veya globulinler),
karbonhidratlar, keton cisimleri, bilirubinler, hemoglobin, miyoglobin, hiicreler

(eritrositler, 16kositler, epitelyum hiicreleri gibi), silendirler ve kristallerdir.
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Tablo 2.4. Normal idrar bilesenleri

Analit Normal Aralik

Amonyak 30-50 mmol/L

Amilaz <400 IU/L

Kalsiyum <300 mg/giin

Klor 110-250 mmol/giin

Kreatin Yetigkin bireyler: <100 mg/giin (kreatinin <%6°s1)
Gebe bireyler: Kreatinin <%12’si
Cocuklar (<1 yas): Kreatinin diizeylerine esit
Cocuklar (>1 yas): Kreatinin <%30’u

Kreatinin 1,0-1,6 g/giin

Sistin 10-100 mg/giin

d-aminolevunilik asit 0-5,4 mg/giin

Demir 100-300 ng/giin

Hemoglobin 0-1 mg/glin

Iyot 100-200 pg/L (diyete bagli degismektedir)

Magnezyum 70-120 mg/giin

Miyoglobin <35 ng/mL

Lizozim <2 pg/mL

Osmolalite 300-1090 mOsm/kg

Oksalat 2-60 mg/giin

pH 5,0-8,0

Fosfor 400-1300 mg/giin (diyete bagh degismektedir)

Potasyum 25-100 mmol/giin (diyete bagl degismektedir)

Protein <150 mg/giin

Albiimin <30 mg/giin

Stilfiir 0,7-3,5 g/giin

Sodyum 100-260 mmol/L (diyete bagh degismektedir)

Spesifik gravite 1,001-1,035

Total soliit (kat1 madde) 30-70 g/L

Ure 7-16 g/giin

Urik asit 300-800 mg/giin

Urobilinojen <4 mg/giin

Volim 600-200 mL/giin

2.3. idrar Numunelerinin Toplanmasinda Kullamilan Koruyucu Kimyasallar

Idrar numunesi toplama i¢in kullanilan koruyucu kimyasallar test edilen molekiil
ve kullanilan metoda gore degismektedir. Bu kimyasallarin ¢ogu etkilerini
mikroorganizmalarin liremesini engelleyerek gosterir. Rutin laboratuvar uygulamalarda

tercih edilen numune tiiri sabah alinan ilk idrar 6rnegi olup, ideal olan analizlerin
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numune aliimindan sonra 30 dakika (en fazla 2 saat) i¢inde yapilmasidir. Eger idrar
analizlerinin 2 saat igerisinde analizi miimkiin degil ise numuneler +4°C’de 6-8 saat 151k
almayan (0zellikle iirobilinojen ve bilirubin gibi 151k hassasiyeti olan molekiiller i¢in)
bir buzdolabinda bekletilebilir. Idrar numunesinin oda sicakliginda bekletilmesi
durumunda bakteri liremesine bagli lirenin amonyaga doniistiiriilmesi ile basta idrar
pH’s1 artar ve analiz edilecek birgok molekiiliin stabilizasyonu etkilenebilir (Tablo 2.5).
Bu amagla stabilizatorlerin eklenmesi ile genellikle bakterilerin ¢ogalmasi ve idrar

analitlerinin metabolik degisiklikleri onlenmeye ¢aligilir (Brunzel’den, 2004).

Tablo 2.5. Oda sicakliginda 24 saatten fazla bekletilen idrar numunelerinde meydana

gelen baz1 degisiklikler

Etkilenen parametre Degisiklik Nedeni

pH Artar Urenin amonyaga doniisiimii
Hiicreler Kaybolur Parcalanma

Kristaller Kaybolur (Cozlinme

Glukoz Azalir Glikoliz

Asetoasetik asit Azalir Asetona doniisiir

Bilirubin Azalir Biliverdine okside olur
Urobilinojen Azalir Urobiline okside olur

Numunelerin analizleri ve transportunda Onerilen koruyucu kimyasal numune
oranina dikkat edilmelidir. Tavsiye edilen numune hacmi ¢ogunlukla kapta bir
isaretleme c¢izgisi ile belirtilir. Kabin i¢ine ¢ok fazla numune eklenirse, koruyucu
kimyasalin konsantrasyonu goreceli olarak diiserek etkinligi azalir. Aksi durumda, asirt
miktarda koruyucu kimyasal eklenmesi analizlerde beklenmeyen interferanslara neden
olabilir (Delanghe ve Speeckaert 2016). Tablo 2.6’da yaygin olarak kullanilan koruyucu

kimyasallar ve kullanim amaglar1 belirtilmistir (Brunzel’den, 2004).

13



Tablo 2.6. Yaygin olarak kullanilan koruyucu kimyasallar ve kullanim amaglari

Kimyasal Koruyucu
Tipi

Kimyasal Koruyucularin Kullanim Amaglari

6N HCl

Rutin idrar analizleri i¢in uygun degildir
Sekilli elemanlara zarar verir ve soliitleri presipite
eder

Bakterisidal ve tehlikelidir
Kalsiyum, fosfor, 6-aminolevulinik asit, oksalat
analizleri i¢in uygundur

%750 Asetik asit

Rutin idrar analizleri i¢in uygun degildir

Sekilli elemanlara zarar verir ve soliitleri presipite
eder

Bakterisidal ve tehlikelidir

Aldosteron, katekolaminler, kortikosteroidler,
kortizol, dstrojenler, metanefrin, vanilmadelik asit,
homovanilik asit analizleri i¢in uygundur

Borik asit (kristal)

Protein ve sekilli elemanlarin korunmasinda
kullanilmaktadir

Rutin analizlerde sadece pH’da interferans
gozlemlenir

Bakteri iiremesini yaklasik 24 saat inhibe ettiginden
idrar kiiltiirii i¢cin uygundur

Protein, amino asit, lirik asit, 5-hidroksiasetik asit,
hidroksiporlin, kortizol, dstrojen ve steroidlerin
analizleri i¢in uygundur

Na,COj (kristal)

Rutin idrar analizleri i¢in uygun degildir
Porfirinler, porfobilinojenler ve iirobilinojen
analizleri i¢in uygundur

Sodyum florid

Rutin idrar analizleri i¢in uygun degildir
Glikolizi engeller ve glukoz analizleri i¢in uygundur

Timol

Idrarin sekilli elemanlarii korur

Protein presipitasyon testlerinde interferansa neden
olur

Bakteri ve maya tiremelerini inhibe eder

Idrar sedimenti incelemeleri i¢in uygundur

10 mL/L formalin +
0,15 mol/L NaCl

Idrarm sekilli elemanlarini korur

Bir indirgeyici substansinin oldugu kimyasal testlerde
interferansa neden olur

Idrar sedimenti incelemeleri i¢in uygundur

80 mL/L etanol + 20 g/L
polietilen glikol
(Saccomanno fiksatifi)

[drarda hiicresel elemanlarin incelenmesinde idealdir
Sitolojik ¢alismalar i¢in kullanilir
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24 saatlik idrar toplama stabil analitlerin miktar tayini i¢in referans yontem
olmasina ragmen; kirlenme, yanlis toplama ve idrar hacminin yanlis hesaplanmasi
preanalitik hatalara neden olabilir. Su alimi ve diiirez oranindaki degisikliklerden
etkilenmeyen rastgele bir idrar Ornegindeki albiimin:kreatinin oran1 (veya
protein:kreatinin orani) Onerilen bir alternatiftir. Ancak protein:kreatinin orani ile 24
saatlik protein atilimi arasindaki korelasyon proteiniiri diizeyleri >1 g/L i¢in beklenen
diizeylerde olmayabilir (Guy ve ark. 2009). Ek olarak bazi spesifik proteinler idrarda
daha kararsizdir ve 24 saatlik idrar numunesinde bazi uygun oOzellikte koruyucu
kimyasallarin eklenmesiyle protein degradasyonlar1 engellenebilir (Eisinger ve ark.

2013).

Idrar strip testlerinde numune +4°C’de muhafaza edilmesi ile 24 saat icinde

analizin ger¢eklesmesi durumunda koruyucu bir kimyasala ihtiyag duyulmaz.
Numunelerin korunmasinda dondurma islemi idrar strip analizinde sogutma i¢in bir
alternatif olarak kabul edilemez. idrar strip ve flow sitometrik analizlerde koruyucu
kimyasal se¢imi panelde yer alan parametrelerden analizler i¢in kismen gerekli olanin
belirlenmesine bagldir. Ornegin, borik asit bazi test strip reaksiyonlarm etkileyerek
baz1 test stribi sonuglarinda (6rnegin; protein, lokositler ve ketonlar gibi) yalanci
negatiflige neden olabilecegi gibi, bazi test sonuglarina interferansi sinirlidir. Bazi idrar
strip ve flow sitometrik analizler i¢in Onerilen koruyucu kimyasallar Tablo 2.7’de ve

Tablo 2.8’de gosterilmistir (Delanghe’den, 2016).

Tablo 2.7. idrar strip analizleri igin kullanilabilecek koruyucu kimyasallar ve etkileri

Test strip Borik asit Formaldehit Civa tuzlan Klorheksidin
reaksiyonlari

icin

parametreler

Eritrosit Olduk¢a Uygun Uygun degil Oldukca Uygun Uygun
Lokosit Uygun degil Uygun degil Uygun Uygun
Protein Uygun degil Olduk¢a Uygun | Olduk¢a Uygun | Olduk¢a Uygun
Glukoz Uygun degil Uygun degil Uygun degil Uygun degil
pH Uygun degil Uygun degil Uygun degil Uygun degil
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Tablo 2.8. Flow sitometrik analizler i¢in kullanilabilecek koruyucu kimyasallar ve

etkileri
Test strip Borik asit + 10 mL/L formalin + | 80 mL/L etanol + 20
reaksiyonlar i¢in Formiyat + Sorbitol 0,15 mol/L NaCl g/L polietilen glikol
parametreler
Eritrositler Uygun Uygun degil Uygun degil
Lokositler Olduk¢a Uygun Oldukg¢a Uygun Olduk¢a Uygun
Silendirler Uygun Uygun degil Uygun degil
Epitel hiicreleri Olduk¢a Uygun Uygun Uygun degil
Bakteriler Oldukg¢a Uygun Olduk¢a Uygun Uygun

2.4. idrarda Iyot Tayini

Iyot yetersizligi hastaliklarinin indikatdrleri olarak WHO/UNICEF/ICCIDD idrar

iyot atilimi ve ultrasonografi ile tiroit blylikliigliniin degerlendirilmesini tavsiye

etmektedir (ICCIDD/UNICEF/WHO 2001). Fetal gelisim ve cocukluk doneminde

norobiligsel gelisim icin iyot esansiyel bir mineral oldugundan, iyot diizeylerinin

belirlenmesi i¢in hedef gruplar hamile kadinlar ve yenidoganlardir. Diyetle alinan

iyotlarin %90'indan fazlasinin idrarla atilmasi ve numune alinma igleminin non-invazif

olmasi1 diyetle yeterli iyot aliminin iyi bir gostergesi olarak idrar iyot analizlerini 6n

plana ¢ikarmaktadir. Toplumlarda besinsel iyot alinnminin en iyi gostergesi olarak

kullanilan idrar iyot konsantrasyonlar1 i¢in uluslararasi organizasyonlarin onerdikleri

araliklar Tablo 2.9’da gosterilmistir (WHO/UNICEF/ICCIDD’den, 1996; Rao’dan,

2015).
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Tablo 2.9. Besinsel iyot aliniminin degerlendirilmesinde kullanilan idrar iyot

konsantrasyonlari i¢in 6nerilen araliklar

Idrar iyot konsantrasyonlar Besinsel iyot alinim
0-0,15 pumol/L (0 - 19 pg/L) Ciddi eksiklik

0,16 - 0,38 umol/L (20 - 49 ng/L) Orta derecede eksiklik
0,40 - 0,78 umol/L (50 - 99 ng/L) Hafif derecede eksiklik

0,79 - 1,56 umol/L (100 - 199 ng/L) Optimal besin yolu ile iyot alimi
1,57 - 2,36 umol/L (200 - 299 ng/L) Yeterli iyot alinimindan fazlasi
>2,37 pmol/L (=300 ng/L) Asirt iyot alinimi

Idrar iyot konsantrasyonlarinin degerlendirilmesinde en sik kullanilan numune
tiirii sabah ilk idrardir. 24 saatlik idrar numune toplama sirasinda yasanan giigliiklerden
dolay1 ¢ok tercih edilmemektedir (Khazan ve ark. 2013). Spot idrarda iyot/kreatinin
oran1 bazi1 ¢aligmalarda kullanilmis olmasina ragmen, oOzellikle epidemiyolojik
caligsmalarda kullanigli degildir. Ciinkii; idrar kreatinin atilimmin miktarlar1 protein
alimina, beslenme kalitesine ve yasa bagli oldugundan idrar kreatinin konsantrasyonlari
bireyler arasinda degiskenlik gosterebilir (Soldin, 2002). Farkli ¢alismalarda idrar iyot
analizleri icin UV-Vis spektrofotometresi, atomik absorpsiyon spektrometresi, gaz
kromatografisi, kiitle spektrometresi, iyon selektif elektrotlar, Sandell-Kolthoff
reaksiyonu ve ¢ift indiiklenmis plazma kiitle spektrometresi farklt metotlarin
kullanilabilecegini gostermistir (Ohashi ve ark. 2000; Mesko ve ark. 2010; Shelor ve
Dasgupta 2011). Ozellikle gelismekte olan iilkelerdeki popiilasyonlarda besinsel iyot
alinimi diizeylerini degerlendirmek i¢in uygulanan metotlarin hizli, giivenilir, uygun
maliyetli olmalar1 beklenmektedir. Giinlimiizde idrar iyot analizlerinin neredeyse
tamamima yakini Sandell-Kolthoff reaksiyonu adi verilen spektrofotometrik metot ve

ICP-MS metodu ile yapilmaktadir.
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2.4.1. Sandell-Kolthoff Reaksiyonuna Dayanan Metotlar

Besinsel iyot alimimi diizeylerinin degerlendirmesinde hizli, giivenilir, uygun
maliyetli  olmast  nedeniyle = WHO-ICCIDD’nin  Onerdigi  bir  metottur
(WHO/UNICEF/ICCIDD 2004; Murillo ve ark. 2005). Metot ilk kez Sandell ve
Kolthoff tarafindan tanimlanmus olup, iki asamalidir (Sandell ve Kolthoff 1934). ilk
asamada numunede diger molekiillere bagli olarak bulunan I' ve 105 ’nin klorik asit
(HClO3) veya amonyum persiilfat kullanilarak I, olarak serbestlestirme islemlerini
(6ziimseme) icerir. ikinci asama islemler ise iyoditin sar1 renkli seryum (IV) (Ce™) ve
arsenik (III) (As™) arasindaki redoks reaksiyonundaki katalitik etkisi ile renksiz seryum
(I1T) (Ce™) ve arsenik (V) (As™)’in aciga ¢cikmasi esasina dayanir. Sari renkli seryumun
rengindeki azalma spektrofotometrik olarak 405-420 nm’lerde Olgilir (Sekil 2.2)
(Zhang’dan, 2005). lyot konsantrasyonu icin kolorimetrik cevap Beer-Lambert
kanununa gore —/n(4,)=Egim [I,] +sabit deger olarak tanimlanabilir (Dunn, 1992).

1.Basamak
Klorik asit veya
o . Amonyum persiilfat o N
I', 103, I-protein » [03+1 +6H 31, + 3H,0
2.Basamak

AsP 4, — AsT I

2Ce™+2I —» 20+ 1,
n Sari renk Renksiz

2ce+As® L o 2cet + As™S

Sekil 2.2. Sandell-Kolthoff reaksiyon semast

Literatiirde klasik Sandell-Kolthoff metodu {izerine temellendirilmis 3 modifiye
uygulama vardir. Bunlardan ilki, 1slak pargalama islemi olarak adlandirilan iyodinin

serbestlestirme islemi ic¢in klorik asit veya perklorik asidin kullanildig1 uygulamalardir

18



(Dunn ve ark. 1993). Ancak bu kimyasallarin toksik ve patlayic1 6zelliklerinin olmasi,
saatler siiren islem basamaklar1 ve laboratuvar giivenligi i¢in 6zel ekipmanlarin
gerekliligi gibi nedenlerden dolay: tercih edilmemektedir. Ikinci uygulama, toksik ve
patlayict olmayan amonyum persiilfatin ve mikroplakalarin kullanildigi mikroplaka
uygulamalaridir (Pino ve ark. 1998). Son uygulama ise FAST B metodu olarak bilinen
ve redoks indikatorii olarak ferroinin kullanildig1 yar kantitatif uygulamadir (Gnat ve
ark. 2003). Klorik asit ve amonyum persiilfatin kullanildigi Sandell-Kolthoff metodu
uygulamalarinin ICP-MS ile uyumunu gosterir yeterli sayida veri bulunmaktadir

(Ohashi ve ark. 2000; Jooste ve Strydom 2010).

2.4.2. Cift Indiiklenmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)

ICP-MS bir kiitle spektrometresi tiirii olup, numunelerde ppq (1/10" - part per
quadrillion — katrilyonda bir birim) diizeylerinde elementlerin hizli, dogru ve giivenilir
analizlerinde etkin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem numunenin indiiktif olarak
eslesmis plazma ile iyonlastirilmasi ve ardindan bu iyonlar1 ayirmak ve dl¢mek i¢in bir
kiitle spektrometresi kullanilmasi esasina dayanir (Linscheid, 2019). 2000 yilinda
NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) tarafindan idrar iyot
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde ICP-MS kullanimindan sonra yillar igerisinde
cogunlukla seyreltme asamasinin ve internal standartlarin degistirilmesiyle ICP-MS
prosediirlerinde degisiklikler yapildi (Allain ve ark. 1990; Caldwell ve ark. 2003;
Macours ve ark. 2008). Enstriimantasyon maliyetinin yiiksek olmasina ragmen, kalite
giivencesine ek olarak ICP-MS uygulamalar1 ile ayn1 anda farkli eser elementlerin
analizi  yapilabildiginden  popiilasyonun  iyot diizeylerinin uzun  dénem
monitorizasyonunda kullanimina yonelik Oneriler bulunmaktadir. Ancak maliyetin
yilksek olmasit ve sofistike asamalarinin olmast bu amagh kullaniminm

sinirlandirmaktadir (Khazan ve ark. 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Idrar Iyot Analizi

Idrar iyot diizeyi 6l¢iimii; WHO-ICCIDD’nin 6nerdigi kolorimetrik serik-arsenik
asit soliisyonunun kullanildigr Sandell-Kolthoff reaksiyonunu temel alan bir metot ile
calisildt (WHO/UNICEF/ICCIDD 2004). Klasik Sandell-Kolthoff metodu iizerine
temellendirilmis farkli modifiye uygulamalar arasinda Ohashi ve arkadaslarinin
mikroplakalarda amonyum persiilfat 6ztimsemesi (Ammonium Persulfate Digestion on
Microplate - APDM) metodu esas alinmistir (Ohashi ve ark. 2000). Analizde kullanilan

sollisyonlar:

e Amonyum persiilfat soliisyonu (1,31 M): 100 g amonyum persiilfat deiyonize

suda ¢oziinerek cozelti 100 mL’ye tamamlandi. Bu soliisyon her uygulama
oncesi taze olarak hazirlandu.

e Arsenik asit soliisyonu (0,05 M): 5 g arsenik asit 100 mL 0,875 M NaOH

sollisyonunda ¢6ziindii. Bu soliisyona buz banyosunda 16 mL konsantre siilfiirik
asit yavagca ilave edildi. Ardindan bu soliisyona 12,5 g NaCl eklenerek
karigtirildi ve ¢ozelti 500 mL’ye tamamlandi. Bu soliisyon karanlik bir ortamda
oda 1s1sinda 6 ay stabil idi.

e Serik amonyum siilfat soliisyonu (0,019 M): 6 g tetraamonyum serik (IV) siilfat

dihidrat 1,75 M siilfiirik asit i¢inde ¢ozlindli ve ¢ozelti ayni asit soliisyonu ile
500 mL’ye tamamlandi. Bu soliisyon karanlik bir ortamda oda 1sisinda 6 ay
stabil idi.

e Iyodin standartlar: 168,6 mg potasyum iyodat (KIO;) 100 mL deiyonize suda

coziinerek 7,88 mmol/L (1000 mg/L iyodin) stok soliisyon elde edildi. Bu stok
solisyon 100 kat ve 10 000 kat diliie edilerek 5 seviye standart elde edildi.
Bunlar: 4,37 pmol/L (553 pg/L), 2,37 pmol/L (300 pg/L), 1,18 pmol/L (150
pg/L), 0,79 pmol/L (100 pg/L), 0,40 pumol/L (50 pg/L). Bu soliisyon karanlik
bir ortamda +4°C’de 6 ay stabil idi.
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APDM metoduna gore idrar iyot analiz asamalari:

e Polipropilen tiiplere (screw cap - P.P., 15 mL ISOLAB) standartlar ve idrar
numunelerinden 500 pL pipetlendi ve iizerlerine 1000 pL amonyum perstilfat
soliisyonu eklendi (final konsantrasyon 0,87 M).

e Bu tiipler 100°C£5°C sicak su banyosunda 60 dakika bekletildi.

e Amonyum persiilfat ile O6ziimsemeden sonra tiiplerin iistiinde buharin
yogunlagsmasini dnlemek ve sindirimi durdurmak ig¢in tiipiin tabanlari, musluk
suyuyla oda sicakligina sogutuldu.

e Ardindan tiipler agilarak 50 pL’lik alikotlar 96-kuyucuklu mikroplakadaki
uygun pozisyondaki kuyucuklara transfer edildi.

e Mikroplakadaki kuyucuklara 100 pL arsenik asit soliisyonu eklenip karistirildi.
Reaksiyon karisimi 15 dakika bekletildi. Sonra bu karisimlara 1 dakika i¢inde 50
pL serik amonyum siilfat soliisyonu ¢ok kanalli otomatik pipetle eklendi.

e Reaksiyon karigimi 30 dakika 22°C+1°C’de bekletildi. Ardindan bir mikroplaka
okuyucuda (AccuReader M965/965+, Metertech Inc. Version 1.13, Taiwan) 405

nm’de absorbanslar 6l¢iildii.

3.2. Idrar Havuzunun Hazirlanmasi

Bu ¢alismada idrar havuzu hazirlamak i¢in sigara/alkol kullanmayan, son iki ayda
vitamin ilaglar1 dahil herhangi bir ilag kullanmayan, kronik veya akut herhangi bir
hastaligi olmayan 3 kadin ve 3 erkek saglikli goniillii dahil edildi. Goniilliilerden
mesanede en az 2 saat bekleyen idrar numuneleri glinlin herhangi bir saatinde ilk
boliimii disar1 yapildiktan sonra idrarin sonraki boliimii steril idrar bardaklarinda
topland:r (rastgele idrar 6rnegi veya orta idrar) ve bu numuneler birlestirilerek idrar
havuzu olusturuldu. Elde edilen idrar havuzu giin ici/giinler arasi tekrarlanabilirlik
caligmalarinda, koruyucu kimyasallarin idrar iyot Olglimii {izerine etkilerinin
degerlendirilmesi c¢aligmalarinda ve idrar iyot Ol¢limiinde kullanilabilecek uygun

diliientin belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanildi.
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3.3. Metodun Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

Metodun prezisyonunun degerlendirilmesi amaci ile hazirlanan idrar havuzundan
alian 12 mL idrar numunesi ayni 6l¢lim serisi i¢inde idrarda iyot 15 kez c¢alisilarak giin
ici tekrarlanabilirlik caligmasi yapildi. Yine idrar havuzundan alman 12 mL idrar
numunesi 2 porsiyona ayrilarak diger 2 giin giinde 5 kez idrarda iyot ¢alisilarak gilinler-

aras1 tekrarlanabilirlik ¢alismas1 yapildi.

Metodun saptama limitini (limit of detection - LoD) belirlemek i¢in kdr numune
olarak deiyonize suyun kullanildig1 analizlerde 15 farkli 6l¢iim yapildi. Analizler
sonucunda iyot sonuclari i¢in elde edilen ortalama (X) ve standart sapma (SS) degerleri

kullanilarak LoD, Xys: + 3xSSys: formiilii ile hesaplandi (Pierson-Perry ve ark. 2012).

3.4. Koruyucu Kimyasallarin Idrar Iyot Olciimii Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Farkli koruyucu kimyasallar (hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,COs3,
sodyum florid, formalin, timol, etanol + polietilen glikol) i¢in hazirlanan tiiplerden her
birine idrar havuzundan 10’ar mL idrar numunesi aktarildi. Idrar numunesine eklenen
koruyucu kimyasallarin miktarlar1 ve miktarlar icin referans alinan kaynaklar Tablo
3.1’de verilmistir. Her bir tiipte bulunan numuneler en az 5 kez calisildi. Bazal
diizeylere gore farkli koruyucu kimyasallar i¢in hazirlanmis numunelerde %

interferanslar asagidaki formiile gore hesaplandi:

% Interferans = ((Konsantrasyonr.gs - Konsantrasyong,,,;)/Konsantrasyong,,)x 100

Likit ozellikteki kimyasal koruyucularin idrar numunelerine eklenen miktarlar
dikkate alindiginda elde edilen yiizde hacim/hacim (v/v) oranlarina uygun (%0,25 (v/v),
%1 (v/v), %2 (vIv), %3 (v/v) ve %8 (v/v)) diliisyon oranlarina karsilik gelen katsayilar
(strastyla 0,9975 / 0,990 / 0,980 / 0,970 / 0,920) bazal idrar numunesinden elde edilen

sonuglarla ¢arpilarak bazal konsantrasyonlar hesaplanmistir.
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Farklt koruyucu kimyasallar i¢in idrar havuzundan hazirlanan 10 mL’lik
numunelerden yaklagik 3 mL’lik alkotlar ayrilarak 2°C-6°C’de saklandi. Ayni giin
icinde iyot analizlerinden geri kalan idrar numuneleri oda isisinda muhafaza edildi.
Idrar iyot analiz sonuglarina interferanslari digerlerine gore daha kabul edilebilir
diizeylerde olan kimyasal koruyucular i¢in hazirlanan idrar numunelerinin 24 saat 2°C-
6°C’de ve oda 1sisinda saklanmasi sonrasi idrar iyot analiz sonuglarinin bazal idrar
numunesine gore % interferanslari1 hesaplandi. Herhangi bir islem yapilmayan ve idrar
havuzundan hazirlanan 5 mL’lik idrar numunesi oda 1sisinda, 5 mL’lik idrar numunesi

2°C-6°C’de ve 5 mL’lik idrar numunesi ise -20°C’de 24 saat muhafaza edildi.

3.5. 1lIyot Olciimii Uzerine Idrar Matriks Bilesenlerinin Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Idrar laboratuvarinda Laboratuvar Bilgi Sistemi (LIS) iizerinden giin i¢inde analiz
edilip sonucu raporlanan total idrar tahlili (TIT) test sonuglar1 tarandi ve idrar
matriksindeki farkli analitlerin farkli patolojik seviyelerine uygun test sonuglari
belirlendi. Polikliniklerde rutin muayeneler sonrasi test istemlerini yapan ilgili
klinisyen/klinisyenler ile irtibata gecilip bu hastalarin bilgilendirilmis onamlari
alindiktan sonra analiz edilip sonucu raporlanan idrar numuneleri c¢alisma igin
kullanild1. Idrar laboratuvarmnda TIT icin BT Uricell 1280-1600 tam otomatik idrar
analiz cihaz1 (Bilimsel Tibbi Uriinler Pazarlama Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti. Izmir,
Tiirkiye) ve URIIIF idrar test stripleri kullanildi. Test paneli Tablo 3.2°de
gosterilmistir. Analiz i¢in secilen her bir patolojik seviye icin (glukoz (+4), bilirubin
(+3), iirobilinojen (+2), keton (+2), nitrit (+), eritrosit >200 hiicre/uL, 16kosit >500
hiicre/uL, epitel hiicresi >20 hiicre/uL) analiz edilip raporlanan idrar numunelerinden 2
veya 3 farkli numune karistirilarak her bir seviye icin kii¢iik havuzlar olusturuldu. Ek
olarak idrar stribinin protein i¢in reaktif bolgesi sadece alblimine duyarli oldugundan
profili normal olan saglikli bir bireyden alinan idrar numunesine bovine serum albiimin
eklenerek +3 protein sonucuna uygun numune hazirlanmistir. Cihazin hiicre
degerlendirilmesinde 40X’lik biiyiitmede 50-100 sahadan elde edilen hiicre sayilarinin
ortalamasi i¢in hesaplanan hiicre/HPF (high power filed - bliyiik saha basina) degerleri
sabit bir faktdr olan 7’e carpilarak hiicre/ul degerleri elde edilmistir (ECLM 2000).
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Elde edilen patolojik seviyelerdeki idrar numunelerinde iyot Ol¢limii {izerine idrar

matriks bilesenlerinin etkilerini degerlendirmek i¢in (Tablo 3.3):

Hazirlanan idrar numunesinden 1:2 ve 1:5 oranlarinda 2 farkli diliie edilmis
idrar numunelerinden ikiger set hazirlandi.

Birinci set; diliie edilmemis bazal seviye, 1:2 ve 1:5 oranlarinda diliie edilmis
idrar numunelerinde en az 4 kez iyot 6l¢iimii yapildi. Diliie numunelerden elde
edilen sonuglar diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak degerlendirmeye alinmastir.
Ikinci set; diliie edilmemis bazal seviye, 1:2 ve 1:5 oranlarinda diliie edilmis
idrar numunelerine (eklenen iyot konsantrasyonu 0,874 umol/L olacak sekilde)
belli hacimlerde hazirlanan iyot standardi eklendi. Hazirlanan idrar
numunelerinde en az 4 kez iyot dl¢iimii yapildi. Uluslararasi organizasyonlarin
besin yolu ile optimal iyot alim1 i¢in Onerilen idrar iyot diizey araliklarinin alt
simnirinin 0,79 pmol/L olmas1 nedeniyle geri kazanim g¢aligmalarinda eklenen
tyot konsantrasyonunun 0,874 umol/L olmasi uygun goriilmiistiir.

Birinci set idrar numuneleri i¢in diliie edilmis numunelerden elde edilen
sonuglar diliie edilmemis bazal numunelerden elde edilen sonuglarla
karsilastirilarak % degisim degerleri hesaplandi:

[(Olgiilen Iyotgie edilmis) - (Olgiilen  Iyotgie edilmemis) |/[Beklenen Tyotgitie
edilmemis] )X 100

Standart eklenmis ikinci set idrar numunelerinin her bir serisi i¢in % geri
kazanim degerleri asagidaki formiil ile hesaplandi:

[(Olgiilen Iyotsundart Extenmis) - (Olgiilen Iyotsundart Exlenmemisx0,8)]/[Beklenen
Iyotsiandart])x 100

Standart numuneye eklendiginde 3/3,75=0,8 diliie oldugundan bazal
konsantrasyon 0,8 sabiti ile ¢arpildi (Tablo 3.3).

Standartlarin eklendigi 2.set diliie edilmis idrar numunelerinde % geri kazanim
degerlerinin hesaplanmasinda, elde edilen sonuglar diliisyon katsayisi ile
carpildiktan sonra formiilde yer alan Iyotsunaat konsantrasyon degerleri de
dilisyon katsayisi ile ¢arpilmistir (eklenen iyot konsantrasyonu bazal diizey igin
0,874 umol/L, 1:2 diliie edilmis numuneler i¢in 1,748 pumol/L ve 1:5 diliie

edilmis numuneler i¢in 4,37 umol/L idi).
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Elde edilen % degisim ve % geri kazanim degerleri yeterliliklerinin
degerlendirilmesinde The Royal College of Pathologists of Australasia Quality
Assurance Programs (RCPA-QAP) tarafindan (RCPA-QAP 2014) onerilen
kabul edilen % toplam hata degeri (% total allowable error - %TEa)
kullanilmistir (0,80 umol/L idrar iyot seviyesi i¢in <%10).

Sonuglarin degerlendirilmesinde;

a. Eger diliie edilmemis bazal idrar numunesinden elde edilen % geri
kazanim >%90 ve 1:2 diliie edilmis numunenin % degisim degeri
<+%10 1ise; bazal diizeydeki patolojik diizeylerin iyot analizine
etkilerinin kabul edilebilir diizeyde oldugu kabul edildi.

b. Eger diliie edilmemis bazal idrar numunesinden elde edilen % geri
kazanim <%90, 1:2 diliie edilmis numunenin % degisim degeri >+%10
fakat ayn1 zamanda 1:2 diliie edilmis numunenin % geri kazanim >%90
ise; 1:2 diliisyonluk patolojik diizeylerin iyot analizine etkilerinin kabul

edilebilir diizeyde oldugu kabul edildi.
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Tablo 3.2. BT Uricell 1280-1600 tam otomatik idrar analiz cihazi test paneli ve URI11F

idrar test striplerinin bildirilen hassasiyetleri

Yar kantitatif kimyasal analizler Yar kantitatif kimyasal analiz diizeyleri

(dipsitick analiz) ve hassasiyetleri

Askorbik asit (0,6 -1,0 mmol/L) -(0) +(0,6) +(1,4) ++(2,8) +++(5,6)

Lokosit esteraz (15-25 hiicre/uL graniilosit) -(0) +(15) +(70) ++(125) +++(500)

Keton (5-10 mg/dL asetoasetik asit) -(0) +(5) +(15) ++(40) +++(=80)

Nitrit - +

Urobilinojen (1-2 mg/dL) Normal (<1) +(2) ++(4) +++(=8)

Bilirubin (0,5-1,5 mg/dL) -(0) +(0,5) +2) +++(6)

Protein (0,1-0,3 g/L albiimin) -(0) + +(0,3) ++(1,0) +++(3,0)

Glukoz (5-50 mg/dL) -(0) #£(50) +(100) ++(250) +++(500)
++++(1000)

Kan (0,15-0,3 mg/L hemoglobin) Hemoliz

“(0) 0 25 ++380) ++H+200)
Non-hemoliz

+
pH (4,59,0) 5 6 7 8 9
Spesifik gravite (S.G.) (1,005-1,030) 1,005 1,010 1,015 1,020 1,025 1,030

idrar sediment analizleri

(mikroskobik analiz)

Hiicreler (eritrositler, 16kositler, epitel
hiicreleri, maya hiicreler vb.)

Silendirler (matriks, inkliizyon ve hiicresel
silendirler)

Kristaller (normal alkali, normal asidik,
metabolik anormal ve iyatrojenik kristaller)

Tablo 3.3. Patolojik seviyelerdeki idrar numunelerinde iyot Ol¢limii {izerine idrar
matriks bilesenlerinin  degerlendirilmesi i¢in hazirlanan numuneler
(kullanilan standardin iyot konsantrasyonu 4,37 umol/L olup, eklenen iyot

konsantrasyonu 0,874 pmol/L olarak diizenlendi)

Bazal idrar numunesi 1:2 diliie idrar 1:5 diliie idrar
1. set idrar 3 mL idrar 1,5 mL idrar 0,6 mL idrar
numunesi + +
1,5 mL deiyonize su 2,4 mL deiyonize su
2. set idrar 3 mL idrar 1,5 mL idrar 0,6 mL idrar
numunesi + + +
0,75 mL standart 1,5 mL deiyonize su 2,4 mL deiyonize su
+ +
0,75 mL standart 0,75 mL standart
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3.6. Idrar Iyot Olciimiinde Kullanilabilecek Uygun Diliientin Belirlenmesi

Bir biyolojik sivinin matriks komponentleri olan organik ve inorganik bilesenlerin
degiskenlikleri analit analizlerini etkileyebilir. Bu matriks etkisini dikkate alarak
tireticiler plazma, serum, hiicre kiiltiirii ve farkli viicut sivilar1 i¢in kullanilan metotlara
uygun standart numune diliientleri gelistirmelerine ragmen (Fichorova ve ark. 2008),
idrar icin standart bir diliient bulunmamaktadir. Ancak farkli analitler i¢in idrar
matriksinin degerlendirildigi ¢aligmalarda idrar benzeri diliient olarak farkli tuz
konsantrasyonlarinda bilesenlerin oldugu fosfat tamponlu tuz ¢ozeltileri (phosphate
buffered saline - PBS) kullanilmistir (Lynch ve ark. 1998; Basilicata ve ark. 2005;
Sviridoy ve Hortin 2009; Taylor ve ark. 2012). Bu durum dikkate alindiginda idrar
matriks bilesenlerinin iyot Ol¢limii lizerine etkilerinin degerlendirilmesi 6ncesinde bu
caligmada idrar iyot analizi i¢in kullanilabilecek Tablo 3.4’te hazirlanis1 gosterilen
diltientler icerisinde en uygun olanin tespiti i¢in idrar havuzu kullanilarak 1:2, 1:5 ve

1:10 diliisyon oranlarinda bir 6n ¢alisma yapildu.

3.7. Etik Kurul

Bu c¢alisma Giresun Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 21/11/2018

tarih, 06 toplanti sayisi ve 11 sayili karar1 uyarinca yiiritiildi.

3.8. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler GraphPad Prism Version 8.0.2 paket programi ile
yapilmistir. Idrar iyot analizleri ile elde edilen datalarin analizi ncesinde asir1 ug
degerlerin belirlenmesinde Cochran Q Testi kullanildi (Cochran, 1941). Datalarin
analizlerinde merkezi egilim ol¢iitii olarak ortalama, yayilma Olgiitii olarak standart
sapma, idrar iyot analiz sonuglari i¢in farkli uygulamalarin yayilimlarinin
karsilagtirilmalarinda kullanilan yiizde degisim katsayisi (coefficient of variation - CV)
%CV = (SS/X)x100 formiilii ile belirlendi. Bagimli gruplar arasinda ortalama degerlerin
karsilastirmalarinda paired sample T-test kullanildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 (two-

tailed) diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Metodun Analitik Performansinin Degerlendirme Sonuglari

Idrar iyot 6lgiim metodunun analitik performansinin degerlendirilmesi igin
yapilan giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar
Tablo 4.1°de gosterilmistir. Kor numune olarak deiyonize suyun kullanildigi saptama
limitinin belirlenmesi ¢alismasinda metot i¢in LoD degeri 0,168 pumol/L olarak

hesaplandi.

Tablo 4.1. idrar iyot 6l¢iim metodu icin yapilan tekrarlanabilirlik calisma sonuglart

Giin Ici Tekrarlanabilirlik | Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
(N=15) (N=15)
X4 SS, %CV; X, SS, %CV,
Iyot (umol/L) | 0,823 0,042 5,2 0,867 0,061 7,0

X: Ortalama SS: Standart Sapma %CV: Degisim Katsayis1 N: Numune Sayist

Idrar iyot analizleri i¢in kullanilacak en uygun tuz konsantrasyonu ve bilesenlerini
tespit etmek i¢in yapilan ¢alisma sonuglar1 Tablo 4.2’de gosterilmistir. Bu amag ig¢in
idrar havuzu numunesinden her bir ¢aligma serisi i¢in 1:2, 1:5 ve 1:10 oranlarinda
diliisyonlar yapilip elde edilen sonuglar diliisyon katsayisi ile c¢arpilarak bazal idrar
numunesine gore % interferanslar hesaplandi. 3xPBS, 3xPBS + 9%0,5 (w/v) BSA,
1xPBS, 1xPBS + %0,5 (w/v) BSA, 0,3xPBS c¢ozeltileri i¢in interferans ¢alismalar1 tek
bir idrar havuzu kullanilarak; deiyonize su, 75 mM KCl, 150 mM KCI i¢in interferans
caligmalar1 farkli bir giinde hazirlanan idrar havuzu kullanilarak yapildi. Yapilan
caligmalar sonucunda idrar iyot analizi i¢in diliient olarak kullanilabilecek en uygun
numunenin deiyonize su oldugu belirlendi. Bu c¢alismada kullanilan diliisyon
oranlarindan 1:10 i¢in yapilan uygulamalarda analiz sonuglarinin LoD degeri altinda
kalmasi ve % interferanslarinin yiiksek olmasi nedeniyle, idrar matriksi ¢aligmalarinda

diliient olarak kullanilan deiyonize su i¢in 1:2 ve 1:5 diliisyon oranlar1 kullanildi.
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Bu ¢aligmanin farkli zamanlarda yapilan tiim uygulamalarinda idrar iyot analizleri
icin toplamda 10 mikroplaka (96 kuyucuklu) kullanildi. Her mikroplaka uygulamasi i¢in
standart olarak kullanilan potasyum iyodat’in 4 seviyesinin her biri 4 kez calisiimis
olup, her bir seviye i¢in elde edilen sonuglarin ortalamalar1 alinarak e§im ¢izgisinin
iistel, dogrusal, logaritmik ve polinomal profilleri incelendi. Regresyon analizi ile R?
degeri 1’e en yakin egim c¢izgisine ait denklem 1iyot konsantrasyonlarmin

belirlenmesinde kullanildi (Sekil 4.1).

Mikroplakalarda 10 idrar numunesinin Sandell-Kolthoff reaksiyonunu ile iyot
analizinde 50 puL serik amonyum siilfat soliisyonu eklendikten sonra 30., 31., 35., 42. ve
57. dakikalarinda elde edilen her bir numune analizine ait absorbans degerleri ile
hesaplanan iyot konsantrasyon degerleri Sekil 4.2°de gosterilmistir. Eslestirilmis
gruplarda absorbans degerleri i¢in paired sample T-test ile yapilan karsilastirmalarda 30.
dakikaya (1,364+0,121) gore 31. dakika (1,326+0,127) ve 57. dakika (1,021+0,149)
absorbans degerleri arasinda istatistiksel olarak ¢ok ileri diizeyde anlaml farklilik var
idi (p<0,0001). Ancak ayn1 uygulama, belirlenen bu dakikalarda elde edilen absorbans
degerleri tlizerinden hesaplanan iyot konsantrasyon degerleri i¢in 30. Dakikaya
(0,411+0,109 umol/L) gore 35. dakika (0,406+0,109 umol/L) konsantrasyon degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yok iken (p = 0,232), 30. dakikaya gore 42.
dakika (0,395+0,110 umol/L) konsantrasyon degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark (p = 0,002) ve 30. dakikaya gore 57. dakika (0,361+0,119 pmol/L)
konsantrasyon degerleri arasinda istatistiksel olarak ¢ok ileri diizeyde anlamli bir fark
(p<0,0001) saptandi. Siire dikkate alindiginda 30.dakika ile 35.dakika konsantrasyon
degerleri arasinda anlamli bir fark olmamasina ragmen, tiim analizler sirasinda 50 pL
serik amonyum siilfat soliisyonu eklendikten sonraki 30.dakikada mikroplakalarda

absorbans okumasina dikkat edildi.
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Sekil 4.1. Standartlar olarak 2,37 pmol/L, 1,18 pmol/L, 0,79 umol/L ve 0,40 umol/L
konsantrasyonlarinda potasyum iyodat’in kullanildigi ilk (A) ve son (B)

mikroplaka ¢alismalarindan elde edilen kalibrasyon egrileri
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Sekil 4.2. Mikroplakalarda 10 idrar numunesinin Sandell-Kolthoff reaksiyonunu ile iyot
analizinde 50 pL serik amonyum siilfat soliisyonu eklendikten sonra 30., 31.,
35., 42. ve 57. dakikalarinda elde edilen her bir numune analizine ait

absorbans degerleri ile hesaplanan iyot konsantrasyon degerleri
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4.2. Koruyucu Kimyasallarin idrar Iyot Olciimii Uzerine Etkilerinin

Degerlendirme Sonuclar:

Farkli kimyasal koruyucularin kullanildig1 idrar iyot analiz sonuclarmin bazal
idrar numunesine gore hesaplanan % interferanslar1 Tablo 4.3te gosterilmistir. Yapilan
uygulamalar Uygulama 1, Uygulama 2 ve Uygulama 3 olarak kodlanmistir. Bu
kodlanan uygulamalar 6N HCI igin sirasiyla %1 (v/v), %2 (v/v) ve %3 (v/v); %50 asetik
asit icin sirastyla %1 (v/v), %2 (v/v), %3 (v/v); borik asit i¢in sirastyla %1 (w/v), %1,8
(w/v); Na,COs igin sirastyla %0,5 (w/v), %1 (w/v); sodyum florid i¢in sirasiyla %0,5
(wW/v), %1 (w/v); isopropanol i¢inde 100 g/L timol i¢in sirastyla %0,25 (v/v), %1 (v/v);
10 mL/L formalin + 0,15 mol/L NaCl i¢in %1 (v/v); 80 mL/L etanol + 20 g/L polietilen
glikol i¢in %8 (v/v) idi. Kullanilan kimyasal koruyucular igerisinde idrar iyot analiz
sonuclarina interferanslar1 digerlerine goére daha kabul edilebilir diizeylerde olanlar
sirastyla %1 (v/v) 100 g/L timol (interferans: +%0,8), %0,5 (w/v) Na,COs (interferans:
+%3,1), %1 (w/v) Nay,COjs (interferans: +%3,2), %1 (v/v) 6N HCI (interferans: + %5,2),
%0,25 (v/v) 100 g/L timol (interferans: +%5,6), %1 (v/v) %50 asetik asit (interferans: -
%6,8), %1 (w/v) borik asit (interferans: +%7,1), %1,8 (w/v) borik asit (interferans:
+%8,1) ve %1 (v/v) 10 mL/L formalin + 0,15 mol/L NaCl (interferans: - %11,8) idi.

Tablo 4.3’te gosterilen ve idrar iyot analiz sonuglarina interferanslari digerlerine
gore daha kabul edilebilir diizeylerde olan kimyasal koruyucular i¢in hazirlanan idrar
numunelerinin 24 saat 2°C-6°C’de ve oda 1sisinda saklanmasi sonrasi idrar iyot analiz
sonuglarinin bazal idrar numunesine gore hesaplanan % interferanslar1 Tablo 4.4’te
gosterilmistir. Analiz sonuglari ile Tablo 4.3’te belirtilen interferanslar1 kabul edilebilir
diizeylerde olan koruyucu kimyasallarin kullanildigi (%1 v/v 6N HCI ve %1 v/v %50
asetik asit hari¢) idrar numunelerinin 24 saatlik siire i¢in saklamada en uygun ortam

kosullarinin oda 1s1s1 oldugu anlagilmistir.

4.3. Iyot Olciimii Uzerine idrar Matriks Bilesenlerinin Etkilerinin Degerlendirme

Sonuclari

fyot &lgiimii {izerine idrar matriks bilesenlerinin etkilerinin degerlendirme

sonuglar1 Tablo 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 ve Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6,
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4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11’de gosterilmistir. Analiz sonucglarindan bazal patolojik
diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde olan parametreler
sirastyla protein (+3 ~ 3,0 g/L) ve 16kosit sayilar1 (501 hiicre/pL) idi. 1:2 diliisyonlu
numunelerin patolojik diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde
olanlar glukoz (+3 ~ 500 mg/dL), bilirubin (+2 ~ 3,0 mg/dL), {irobilinojen (+1 ~ 2,0
mg/dL), keton (+1 ~ 20 mg/dL asetoasetik asit), eritrosit sayilart (105 hiicre/uL) ve
epitel sayilart (10 hiicre/uL) idi. Ancak nitrit (+), 165 lokosit/uL. ve 80 bakteri/uL
degerlerine sahip idrar numunesinin gerek bazal diizeylerinin gerekse 1:2 diliisyonlu

diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde degil idi.
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Tablo 4.5. Total idrar tahlili sonucu +4 (~1000 mg/dL) glukoz olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
+4 (~1000 mg/dL) glukoz | +3 (~500 mg/dL) glukoz +1 (~100 mg/dL) glukoz
X+£SS X+£SS % X+£SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”
iyot) iyot) iyot)
Bazal Numune | 0,859+0,003 0,823+0,089 -%4,2 0,955+0,043 +%11,1
X+SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri
(pmol/L Kazanim (umol/L Kazamm (pmol/L Kazamm
iyot) iyot) iyot)
Bazal numune 1,355+0,146 %76,6 2,679+0,066 %114,1 5,15340,091 %102,2
+ Standart
Bazal idrar Numunesi
Glukoz +4
Protein Negatif
Bilirubin Negatif
Urobilinojen Normal
pH 6,5
Keton Negatif
Nitrit Negatif
S.G. 1,022
Lokosit esteraz Negatif
Hemoglobin Negatif
Mikroskobi Negatif

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore degisimini ifade

etmektedir

Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 pmol/L’dir

Idrar iyot diizeyi (umol/L)

9%4.2"

+9%11,1"

%102,2"

%114,1%

1
Bazal

1
1:2

J AT [

T
1:5

Standart Numune Eklenmemis

Uygulamalar

Bazal 1:2 1:5
Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar

Sekil 4.3. Total idrar tahlili sonucu +4 (~1000 mg/dL) glukoz olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
"Yiizde geri kazamm degerleri
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Tablo 4.6. Total idrar tahlili sonucu +3 (~3 g/L) albiimin olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
+3 (~3,0 g/L) albiimin +2 (~1,5 g/L) albiimin +1 (~0,6 g/L) albiimin”
X+£SS X+£SS % X+£SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”
iyot) iyot) iyot)
Bazal Numune | 0,613+0,007 0,593+0,073 -%3.3 0,476+0,040 -%22,3
X+SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri
(pmol/L Kazanim (umol/L Kazamm (pmol/L Kazamm
iyot) iyot) iyot)
Bazal numune 1,310+0,026 %293,8 2,270+0,072 %101,8 5,027+0,017 %103,8
+ Standart
Bazal idrar Numunesi
Glukoz Negatif
Protein +3
Bilirubin Negatif
Urobilinojen Normal
pH 6,1
Keton Negatif
Nitrit Negatif
S.G. 1,031
Lokosit esteraz Negatif
Hemoglobin Negatif
Mikroskobi Negatif

% Degigim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gdre degisimini ifade

etmektedir

Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 pmol/L’dir
#1:5 diliie edilmis numunenin iyot analiz sonuglar: LoD degeri olan 0,168 pmol/L’nin altinda saptanmugtir

[drar iyot diizeyi (umol/L)

-%3,3"

-%22.3"

ol 11 =

L]
Bazal

L]
1:2

1:5

Standart Numune Eklenmemis
Uygulamalar

1:2

Bazal

Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar

2%103,8%

Sekil 4.4. Total idrar tahlili sonucu +3 (~3 g/L) albiimin olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
"Yiizde geri kazamm degerleri
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Tablo 4.7. Total idrar tahlili sonucu +3 (~ 6 mg/dL) bilirubin olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
+3 (6,0 mg/dL) bilirubin | +2 (~3,0 mg/dL) bilirubin +1 (~1,0 mg/dL)
bilirubin®
X+£SS XSS % X+SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”
iyot) iyot) iyot)
Bazal Numune | 0,834+0,088 0,963+0,019 +%15,5 0,782+0,061 -%6,2
X+SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri
(umol/L Kazanim (umol/L Kazanim (umol/L Kazamm
iyot) iyot) iyot)
Bazal numune 1,377+0,062 %81,3 2,265+0,109 %91,4 3,960+0,265 %75,4
+ Standart

Bazal idrar Numunesi

Glukoz Negatif
Protein Negatif
Bilirubin +3
Urobilinojen Normal
pH 6.0
Keton Negatif
Nitrit Negatif
S.G. 1,016
Lokosit esteraz Negatif
Hemoglobin Negatif
Mikroskobi Negatif

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gére degisimini ifade
etmektedir

Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 pmol/L’dir

#1:5 diliie edilmis numunenin iyot analiz sonuglar: LoD degeri olan 0,168 pmol/L’nin altinda saptanmistir

54 %75.,4%

+2%15,5"  -%6,2"

[drar iyot diizeyi (umol/L)

Bazal 1:2 1:5 Bazal 1:2 1:5

Standart Numune Eklenmemis Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar Uygulamalar

Sekil 4.5. Total idrar tahlili sonucu +3 (~6 mg/dL) bilirubin olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
*Yiizde geri kazamim degerleri
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Tablo 4.8. Total idrar tahlili sonucu +2 (~4 mg/dL) iirobilinojen olan idrar numunesinde

iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
+2 (~ 4,0 mg/dL) +1 (~ 2,0 mg/dL) + (~<1,0 mg/dL)
iirobilinojen iirobilinojen iirobilinojen
X+£SS XSS % X+£SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”
iyot) iyot) iyot)
Bazal Numune | 0,903+0,009 1,051+0,076 +%16,4 0,981+0,039 +%8,6
X+SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri
(umol/L Kazanim (umol/L Kazanim (umol/L Kazamm
iyot) iyot) iyot)
Bazal numune 1,452+0,029 %83,5 2,319+0,060 %91,3 4,415+0,047 %84,5
+ Standart

Bazal idrar Numunesi

Glukoz Negatif
Protein Negatif
Bilirubin Negatif
Urobilinojen +2
pH 6.0
Keton Negatif
Nitrit Negatif
S.G. 1,026
Lokosit esteraz Negatif
Hemoglobin Negatif
Mikroskobi Negatif

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore degisimini ifade
etmektedir
Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 umol/L’dir

5- %84,5"

+9%16,4°  +%8,6"

4 s ]

T T
Bazal 1:2 1:5 Bazal 1:2 1:5

[drar iyot diizeyi (umol/L)

Standart Numune Eklenmemis Standart Numune Eklenmisg
Uygulamalar Uygulamalar

Sekil 4.6. Total idrar tahlili sonucu +2 (~4 mg/dL) iirobilinojen olan idrar numunesinde

iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
"Yiizde geri kazamim degerleri
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Tablo 4.9. Total idrar tahlili sonucu +2 (~40 mg/dL) keton olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
+2 (~ 40 mg/dL) +1 (~ 20 mg/dL) + (~ 8 mg/dL)
asetoasetik asit asetoasetik asit asetoasetik asit”
X+£SS X+SS % X+SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”
iyot) iyot) iyot)
Bazal Numune | 0,358+0,020 0,301+0,044 -%15,9 0,200+0,072 -%44,1
X+SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri
(umol/L Kazanim (umol/L Kazanim (umol/L Kazamm
iyot) iyot) iyot)
Bazal numune 1,270+0,023 %112,6 2,054+0,053 %101,2 4,756+0,073 %102,3
+ Standart
Bazal idrar Numunesi
Glukoz Negatif
Protein Negatif
Bilirubin Negatif
Urobilinojen Normal
pH 6,2
Keton +2
Nitrit Negatif
S.G. 1,015
Lokosit esteraz Negatif
Hemoglobin Negatif
Mikroskobi Negatif

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore degisimini ifade

etmektedir

Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 umol/L’dir

#1:5 diliie edilmis numunenin iyot analiz sonuglari LoD degeri olan 0,168 pmol/L’nin altinda saptanmugtir

2%102,3%

7
= 6
g
ES
= 4
(5]
S i
5 3 %101,2%
2 21 %112,6"
£ 1 %15,9"  %44.1"
. 0 1 . 1 I T 1 e —
Bazal 1:2 1:5 Bazal 1:2 1:5
Standart Numune Eklenmemis Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar Uygulamalar

Sekil 4.7. Total idrar tahlili sonucu +2 (~40 mg/dL) keton olan idrar numunesinde iyot

analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
*Yiizde geri kazamm degerleri
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Tablo 4.10. Total idrar tahlili sonucu nitrit + olan idrar numunesinde iyot analizi i¢in

yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Lokosit: 165 hiicre/puL

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
X+SS X+£SS % X+£SS %
(umol/L (umol/L Degisim’ (umol/L Degisim”

iyot) iyot) iyot)

Bazal Numune | 1,383+0,104 1,960+0,146 +%41,7 2,450+0,117 +%77,2
X+SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri

(pmol/L Kazanim (umol/L Kazamm (pmol/L Kazamm

iyot) iyot) iyot)

Bazal numune 2,509+0,015 %160,5 3,373+0,102 %129,7 5,996+0,087 %111,9

+ Standart

Bazal idrar Numunesi

Glukoz Negatif

Protein Negatif

Bilirubin Negatif

Urobilinojen Normal

pH 8,5

Keton Negatif

Nitrit +

S.G. 1,012

Lokosit esteraz +2

Hemoglobin Negatif

Mikroskobi Eritrosit: Negatif Epitel hiicresi: Negatif Maya: Negatif Bakteri: 80 hiicre/uL

% Degigim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gdre degisimini ifade

etmektedir

Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 pmol/L’dir

7 7
— %111,9
= 6
E
ERN
B 4 %129,7"
£ 34 +%41,7" +%77,2" %160,5"
2 27
S -
N
0 T L] L]
Bazal 1:2 1:5 Bazal 1:2 1:5
Standart Numune Eklenmemis Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar Uygulamalar

Sekil 4.8. Total idrar tahlili sonucu nitrit + olan idrar numunesinde iyot analizi i¢in yapilan

matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
*Yiizde geri kazamim degerleri
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Tablo 4.11. Total idrar tahlili mikroskopisi sonucu 210 eritrosit/pL olan idrar

numunesinde iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
(210 eritrosit/pL) (105 eritrosit/nL) (42 eritrosit/pL)
X+£SS X+£SS % X+£SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”

iyot) iyot) iyot)

Bazal Numune | 0,834+0,008 1,043+0,025 +%25,1 1,282+0,070 +%53,7
X£SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri

(pmol/L Kazanim (umol/L Kazamm (pmol/L Kazamm

iyot) iyot) iyot)

Bazal numune 1,5054+0,020 %295,9 2,438+0,052 %101,3 4,717+0,108 %92,7

+ Standart

Bazal idrar Numunesi

Glukoz Negatif

Protein Negatif

Bilirubin Negatif

Urobilinojen Normal

pH 6,0

Keton Negatif

Nitrit Negatif

S.G. 1,014

Lokosit esteraz Negatif

Hemoglobin +2

Mikroskobi Lokosit: 1 hiicre/uL  Epitel hiicresi: Negatif Maya: Negatif Bakteri: Negatif

Eritrosit: 210 hiicre/uL

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gére degisimini ifade
etmektedir
Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 umol/L’dir

7
= 6-
E %92,7"
£ 9
= 4
N
S 3 %101,3"
g 2 492517 +9%53,7° %95,9"
e .
g 14 I———l
0 L] L T
Bazal 1:2 1:5 Bazal 1:2 1:5
Standart Numune Eklenmemis Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar Uygulamalar

Sekil 4.9. Total idrar tahlili mikroskopisi sonucu 210 eritrosit/uL olan idrar numunesinde

iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
*Yiizde geri kazamim degerleri
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Tablo 4.12. Total idrar tahlili mikroskopisi sonucu 501 16kosit/puL olan idrar numunesinde

iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Lokosit: 501 hiicre/uL

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
(501 lokosit/pL) (251 lokosit/pL) (100 l6kosit/pL)
X+£SS X+£SS % X+£SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”
iyot) iyot) iyot)
Bazal Numune | 0,723+0,015 0,742+0,086 +%2,6 0,841+0,018 +%16,3
X£SS % Geri X+£SS % Geri X+£SS % Geri
(pmol/L Kazanim (umol/L Kazamm (pmol/L Kazamm
iyot) iyot) iyot)
Bazal numune 1,426+0,037 %297,0 2,552+0,070 %112,9 5,342+0,046 %109,0
+ Standart
Bazal idrar Numunesi
Glukoz Negatif
Protein Negatif
Bilirubin Negatif
Urobilinojen Normal
pH 5,5
Keton Negatif
Nitrit Negatif
S.G. 1,005
Lokosit esteraz +3
Hemoglobin +
Mikroskobi Eritrosit: 1 hiicre/ul.  Epitel hiicresi: 6 hiicre/HPF Maya: Negatif Bakteri: Negatif

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore degisimini ifade

etmektedir

Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 umol/L’dir

[drar iyot diizeyi (umol/L)

+9%2,6"

o

+%16,3"

| | | |

L]
Bazal

1:2

1:5

Standart Numune Eklenmemis
Uygulamalar

Bazal

Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar

2%109,0"

1:2

Sekil 4.10. Total idrar tahlili mikroskopisi sonucu 501 16kosit/puL olan idrar numunesinde

iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
*Yiizde geri kazamim degerleri
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Tablo 4.13. Total idrar tahlili mikroskopisi sonucu 21 epitel/uL olan idrar numunesinde

iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglari

Epitel hiicresi: 21 hiicre/pL

Diliie Edilmemis 1:2 Diliie Edilmis 1:5 Diliie Edilmis
(21 epitel hiicresi/nL) (10 epitel hiicresi/nL) (4 epitel hiicresi/pL)
X+£SS X+£SS % X+£SS %
(umol/L (umol/L Degisim” (pmol/L Degisim”
iyot) iyot) iyot)
Bazal Numune | 1,506+0,009 1,778+0,018 +%18,1 1,768+0,032 +%17,4
X+SS % Geri X+SS % Geri X+SS % Geri
(pmol/L Kazanim (umol/L Kazamm (pmol/L Kazamm
iyot) iyot) iyot)

Bazal numune 1,975+0,028 %82,2 3,116+0,014 %109,3 5,815+0,084 %105,5

+ Standart

Bazal idrar Numunesi

Glukoz Negatif

Protein Negatif

Bilirubin Negatif

Urobilinojen Normal

pH 6,0

Keton Negatif

Nitrit Negatif

S.G. 1,034

Lokosit esteraz Negatif

Hemoglobin Negatif

Mikroskobi Eritrosit: Negatif Lokosit: 2 hiicre/HPF Maya: Negatif Bakteri: Negatif

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore degisimini ifade

etmektedir

Eklenen standart numunenin iyot konsantrasyonu 0,874 umol/L’dir

+9%18,1"

+%17,4"

[drar iyot diizeyi (umol/L)

L]
Bazal

1:2

1:5

Standart Numune Eklenmemis
Uygulamalar

Bazal

Standart Numune Eklenmis
Uygulamalar

%109,3%

%105,5%

1:2

Sekil 4.11. Total idrar tahlili mikroskopisi sonucu 21 epitel/uL olan idrar numunesinde

iyot analizi i¢in yapilan matriks degerlendirme sonuglarinin bar grafikleri

"% Degisim, diliie edilmis numuneden elde edilen sonucun diliie edilmemis numuneye gore
degisimini ifade etmektedir
"Yiizde geri kazamim degerleri
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5. TARTISMA

Rutin uygulamalarda idrar numunelerinde yapilan analizler asemptomatik, konjenital
veya herediter hastaliklarin tanisinda, hastalik progresyonunun monitorizasyonunda, tedavi
etkinliklerinin veya komplikasyonlarinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Feres ve
ark. 2011). Dogru ve giivenilir bir test sonucu i¢in idrar numune biitiinliigiiniin korunmast
esastir. Biyolojik numunenin stabilitesi optimum laboratuvar sonuglar1 i¢in 6énemli bir
faktordiir ve metodolojik standardizasyon diyet, numune toplama ve idrar Orneklerinin
korunmas1 gibi hasta ve ornek hazirlama kosullarina odaklamir. Idrar toplama icin
kullanilan koruyucu kimyasallar test edilen madde ve kullanilan metoda gore
degismektedir. Bu kimyasallar (hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,COs, sodyum
florid, formalin, timol, etanol + polietilen glikol) genellikle mikroorganizmalarin iiremesini
engellerler. Bu koruyucu kimyasallardan hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,COs3,
sodyum florid idrar numunelerinde farkli tipte molekiillerin analizi i¢in tercih edilirken;
formalin, timol, etanol + polietilen glikol idrar sediment analizlerinde tercih edilmektedir
(Schiwara ve ark. 1992; Schumann ve ark. 1995; Kouri ve ark. 2002; Feres ve ark. 2011).
Ancak idrar iyot analizlerinde kullanilabilecek koruyucu kimyasallarin tipleri ve diizeyleri
icin literatiirde bilimsel veriler mevcut olmayip, farkli tiretici firmalarin test kilavuzlarinda
Onerilen koruyucu kimyasal bilgileri birbirleri ile ¢elisebilmektedir. Bu durum dikkate
alindiginda, bu ¢alismada idrar toplama i¢in idrar analitlerinin stabilizasyonunu saglamada
kullanilan hidroklorik asit, asetik asit, borik asit, Na,CO3, sodyum florid, formalin, timol,
etanol + polietilen glikol gibi farkli 6zellikteki koruyucu kimyasallarin idrar iyot 6l¢iimii

tizerine etkilerinin diizeylerinin in vitro belirlenmesi amac¢lanmaistir.

Iyot dzellikle tiroit hormonlarin sentezi igin esansiyel bir eser element olup, normal
kosullarda iyot iceren veya eklenen besin maddelerinin alinmasi ile viicuda alinir (Teng ve
ark. 2006). Onerilen giinliik alim; gebe olmayan yetiskinler i¢in 150 pg/giin, hamile
kadinlar i¢in 220 pg/giin ve 1 ile 13 yas arasi ¢ocuklar i¢in 90-120 pg/giin’diir (Institute of
Medicine Panel on Micronutrients 2001). Yapilan g¢alismalar iyodun fekal atiliminin
dikkate deger olmadigini ve besinlerle alinan iyodun yaklasik %90’ min idrarla atildigim
gostermektedir (Koutras ve ark. 1970; Pearce ve ark. 2013). Bu oranin iyodun besinsel

alinmiminda azalmasindan dolay1r bir popiilasyonun besinsel iyot alim durumunun
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degerlendirilmesinde idrar numuneleri diger biyolojik numunelere gore daha kullaniglidir
ve epidemiyolojik calismalarla ilgili incelemeler WHO-UNICEF-ICCIDD rehberinde
kapsamli olarak verilmistir (WHO 2007). Idrar iyot diizeylerinin ifadelerinde SI birimi
olan pmol/L’den daha c¢ok konvansiyonel birimler olan pg/dL veya pg/L tercih
edilmektedir. Ornegin, WHO y®&nergeleri birim olarak pg/L’yi kullanmaktadir (May ve
ark. 1997). Rutin uygulamalarda ve kilavuzlarda tercih edilen numune spot idrar olup; spot
idrar numunelerinde iyot idrar kreatinin atilimina bagli olarak tercihen dlgiiliir. Ek olarak
ug/giin olarak 24 saatlik idrarda 6l¢iilen iyodun bireysel iyot atiliminin ve dolayisiyla iyot
alimimin oldukga gilivenilir bir degerlendirmesi olduguna dair veriler de bulunmaktadir

(Vejbjerg ve ark. 2009).

Idrar iyot diizeylerinin belirlenmesinde kimyasal, yiiksek basingli s1vi kromatografisi
(high performance liquid chromatography - HPLC) ve ICP-MS gibi yoOntemler
gelistirilmesine ragmen, rutin uygulamalarda sik kullanilan yontem Sandell-Kolthoff
reaksiyonu adi verilen spektrofotometrik metottur (Markou ve ark. 2002; Jooste ve
Strydom 2010). Idrar numunesinde toplam iyodu &lcen bu prosediir, sar1 renkli
tetraamonyum seryum (IV) siilfatin iyot katalizli reaksiyonu ile renksiz sero formuna
doniistimii esasina dayanir. Manuel olarak uygulanabilir yontem mikroplakalar kullanilarak
farkli derecelerde otomatize edilebilir (Ohashi ve ark. 2000; Grimm ve ark. 2011; Tang ve
ark. 2015). Sandell-Kolthoff reaksiyonu iizerine temellendirilmis indikator olarak ferroinin
kullanildig1 semi-kantitatif metotlarda tanimlanmistir (Gnat ve ark. 2003). CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) teknik olarak zorlu ve enstriimantasyon maliyeti
yiiksek olan ICP-MS metodunu idrar iyot analizi i¢in referans metot olarak kabul etmesine
ragmen, WHO epidemiyolojik caligmalarda Sandell-Kolthoff reaksiyonu {izerine
temellendirilmis spektrofotometrik metotlar1 dnermektedir (Caldwell ve ark. 2005; WHO
2013). Bu ¢alismada Ohashi ve arkadaslarinin mikroplakalarda amonyum persiilfat ile
Oziimseme metodu esas alinmistir. Tanimlanan metotta kaynatma oOncesi tiiplere eklenen
amonyum perstilfat ve idrar numune hacimleri sirasiyla 100 pL ve 50 pL idi. Bu miktarlar
icin yapilan gilin-i¢i ve giinler-arasi1 tekrarlanabilirlik ¢aligmalarindan elde edilen %CV
degerleri sirasiyla %25 ve 9%30’dan yiiksek saptandi. Ancak oran korunarak (final
konsantrasyon 0,87 M olacak sekilde) amonyum persiilfat ve idrar numune hacimleri

sirastyla 1000 puL ve 500 pL olarak analizler tekrarlandiginda giin-i¢ci ve glinler-arasi
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tekrarlanabilirlik ¢alismalarindan elde edilen %CV degerleri sirastyla %5,2 ve %7,0 olarak
belirlendi ve bu calismanin amacina yonelik tiim uygulamalarda bu miktarlar esas alindi

(Ohashi ve ark. 2000).

Sandell-Kolthoff reaksiyonu fiizerine temellendirilmis metotlarin kullanildig1 bazi
caligmalarda yiiksek oda sicakliklarinda (33°C-35°C) beklenenden daha diisiik absorbans
degerleri elde edildigi rapor edilmistir. Bu durumun olast nedeni olarak yiiksek oda
sicakliklarmin serik’in sero iyonlarina katalitik dontisiimiinii hizlandirdig1 varsayilmistir.
Bu varsayim Kkatalitik islemin buzla sogutulmus bir su banyosunda cesitli diisiik
sicakliklarda gergeklestirilmesiyle dogrulandi (Dung ve Wellby 1997). Ancak literatiirde
diisiik oda sicakliklarinin absorbans degerleri iizerine etkisine yonelik bir veri olmamakla
birlikte, bu c¢alismanin basladigt Ocak ay1 dikkate alindiginda 14°C+1°C oda
sicakliklarinda yapilan analizlerde daha yiliksek absorbans degerleri saptanmis olup,
standartlardan elde edilen kalibrasyon egrilerinin R? degerleri 0,95’in altinda idi. Analizler
icin Onerilen oda sicakligr 20°C-25°C oldugu (Gnat ve ark. 2003) dikkate alindiginda bu

calismada tiim analiz islemleri 22°C+1°C oda sicakliklarinda gergeklestirilmistir.

Idrar numunesinde iyodun biiyiik bir kism1 organik molekiillere (proteinler, amino
asitler gibi) bagh olarak, geri kalan kisim iyonik I" veya IO3" formlarda bulunur ve idrarla
atilan major iyonik form olan iyodittir (Yaping ve ark. 1996). Idrar iyot analizlerinde
kantitatif sonu¢ elde edilmesinde standart kalibrasyon egrileri olusturmak i¢in KI ve/veya
KIO; iyot stok soliisyonlar1 kullanilmaktadir. Idrara ¢ikan majér iyonik form I" olmasina
ragmen, daha stabil soliisyon olan KIO; (+4°C ve karanlik ortamda 6 ay stabildir) standart
kalibrasyon egrilerinin olusturulmasinda daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
calisgmada KIO; stok soliisyonlar: kullanilmis olup, elde edilen standart kalibrasyon
egrilerinin egilim c¢izgilerinin profillerinin (listel, dogrusal, logaritmik, polinomal gibi)
degerlendirilmesi icin elde edilen R* degerleri 6zellikle logaritmik ve polinomal profiller

icin 0,99°dan biiyiik idi.

Idrar numunelerinin toplanmasinda kullanilan koruyucu kimyasallar test edilen
molekiil ve kullanilan metoda gore degismekte olup, bu kimyasallarin ¢ogu etkilerini

mikroorganizmalarin {iremesini engelleyerek gosterir (Brunzel, 2004). idrar icinde
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¢Oziinmiis analitlerin korunmasinda HCI, asetik asit, borik asit, Na,CO3 ve sodyum florid
gibi kimyasallar kullanilir iken; ¢Oziinmiis analitlerden farkli olarak idrarin sekilli
elemanlarindan eritrosit, 16kosit, bakteri ve iiroepitelyal hiicrelerin korunmasinda timol,
formalin, etanol + polietilen glikol gibi kimyasallar kullanilmaktadir (Schiwara ve ark.
1992; Schumann ve ark. 1995; Kouri ve ark. 2002). Ancak literatiirde gerek ICP-MS
gerekse Sandell-Kolthoff metotlarinin kullanildig: idrar iyot analizlerinde kullanilabilecek
uygun koruyucu kimyasallar ile ilgili bilimsel bir veri bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada
RCPA-QAP tarafindan (RCPA-QAP 2014) idrar iyot analizleri i¢in 6nerilen %TEa degeri
olan %10 dikkate alindiginda kimyasal koruyucular icerisinde idrar iyot analiz sonuglarina
etkileri digerlerine gore daha kabul edilebilir diizeylerde olanlar sirasiyla %1 (v/v) 100
gr/L timol, %0,5 (w/v) Na,COs;, %1 (w/v) Na,COs, %1 (v/v) 6N HCI, %0,25 (v/v) 100
gr/L timol, %1 (v/v) %50 asetik asit, %1 (w/v) borik asit, %1,8 (w/v) borik asit ve 10
mL/L formalin + 0,15 mol/L NaCl idi. Bu koruyucu kimyasallarin belli oranlarda ilave
edildigi idrar numunelerinin 24 saat saklanmasinda en uygun kosullarin oda 1sisinda
bekletilmesi oldugu anlasildi. idrar numunelerinin 24 saat oda 1sisinda bekletilmesi sonrasi
Sandell-Kolthoff metodu ile iyot analizleri {izerine etkisi en kabul edilebilir diizeylerde
olan koruyucu kimyasallar sirastyla %0,25 (v/v) 100 gr/L timol, %0,5 (w/v) Na,COs3, %]l
(w/v) NayCOs, 10 mL/L formalin + 0,15 mol/L NaCl, %1,8 (w/v) borik asit ve %1 (w/v)
borik asit idi. Sandell-Kolthoff metodu ile iyot analizleri iizerine etkisi dramatik
diizeylerde olan koruyucu kimyasallar ise sitolojik ¢alismalarda tiroepitelyal hiicrelerin
incelenmesinde kullanilan polietilen glikol eklenmis etanol fiksatifi (Saccomanno fiksatifi)
ve idrarda glukoz analizleri i¢in kullanilan sodyum florid idi. Her iki kimyasalin farkli
diizeyleri icin yapilan uygulamalarda % interferans degerleri pozitif yonde saptandi. Bu
durum bu kimyasallar i¢in olasi interferans nedeninin Sandell-Kolthoff metodun ikinci
asamasinda sar1 renkli seryum (IV)’un redoks reaksiyonu ile renksiz seryum (II)’e
cevrilmesindeki katalitik etkinligindeki artisa bagli olabilecegini diislindiirmiistiir. Ek
olarak 6N HCl ve %50 asetik asidin yiiksek yilizde konsantrasyonlarimin kullanildig:
uygulamalarda % interferans degerleri negatif yonde saptandi. Bu calismada Sandell-
Kolthoff metodunun birinci agsamasinda iyodin olarak serbestlestirme islemi i¢in kullanilan
1,31 M amonyum persiilfatin pH degeri 1,0-2,5 diizeylerinde oldugu (Chemical Book
2019) dikkate alindiginda, bu asidik 6zellikteki kimyasallar i¢in olasi interferans nedeninin

metodunun birinci asamasinda amonyum persiilfat ile 6ziimseme isleminin gergeklesecegi
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optimum pH diizeylerinin degismesine bagli olabilecegini diislindiirmiistiir. Ancak
metodun gerek birinci gerekse ikinci asamasinda gercgeklesebilecek bu olasi interferans

nedenlerinin agikliga kavusturulabilmesi i¢in ek uygulamalar yapilmamaistir.

Rutin analizlerde sik kullanilan viicut sivilar1 olan plazma ve serum numunelerinde
fotometrik ve immiinokimyasal metotlarla analiz edilen analitler i¢in farkli igeriklere sahip
diliientler Onerilmesine ve kullanilmasimna ragmen, idrar icin standart bir diliient
bulunmamaktadir. Bazi c¢aligmalarda idrarda Ozellikle protein ve benzen gibi organik
komponentlerin analizlerinde diliient olarak farkli konsantrasyonlar ve igeriklerde (bovin
serum alblimin, triton X-100, palmitik asit, hippurik asit gibi) fosfat tamponlu tuz
cozeltilerinin (Basilicata ve ark. 2005; Sviridoy ve Hortin 2009; Taylor ve ark. 2012); baz1
caligmalarda ise idrarin iyonik giiciinii yansitan farkli konsantrasyonlarda potasyum kloriir
gibi soliisyonlarin (Lynch ve ark. 1998) kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Bu calismada
idrar matriksi calismast Oncesinde bu caligmalarda Onerilen diliientler i¢in
degerlendirmeler yapilmis, idrar iyot analizi i¢in kullandigimiz mikroplakalarda amonyum

persiilfat 6ziimsemesi metodu i¢in en uygun diliientin deiyonize su oldugu saptanmistir.

Bu ¢alismada idrar matriksinin patolojik bilesenlerinin iyot analizi iizerine etkilerinin
degerlendirilmesinde bazal diizeylere gore 1:2 ve 1:5 diliie edilmis numunelerden elde
edilen sonuglarin % degisim degerleri ve optimal iyot alimina uygun konsantrasyonda iyot
standardinin kullanildigi % geri kazanim degerleri kullanildi. Sonuglar RCPA-QAP
tarafindan (RCPA-QAP 2014) idrar iyot analizleri icin bildirilen %TEa degeri olan %10
iizerinden degerlendirildi. Matriks caligmalar1 ile bazal patolojik diizeylerinin iyot
analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde olan parametreler sirasiyla protein ve lokosit
sayilar1 iken, 1:2 diliisyonlu numunelerin patolojik diizeylerinin iyot analizine etkileri
kabul edilebilir diizeylerde olanlar glukoz, bilirubin, {irobilinojen, keton (asetoasetik asit),
eritrosit sayilart ve epitel sayilart idi. Ek olarak, 1:2 diliisyonlu numunelerin patolojik
diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde olan parametrelerin bazal
numuneleri i¢in belirlenen % geri kazanim degerleri %80’e yakin (glukoz) veya iizerinde
idi. Bu sonuglar ile bu parametrelerin idrar matriksindeki patolojik diizeylerinin Sandell-
Kolthoff metodu kullanildig1 idrar iyot analizlerine etkilerinin dramatik diizeylerde

olmadigr anlagilmistir. Ancak nitrit, 16kosit ve bakteri varliginin dikkate deger diizeylerde
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oldugu idrar numunesinin gerek bazal diizeylerinin gerekse 1:2 diliisyonlu diizeylerinin
iyot analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde degil idi. Bazal numunede elde edilen
%160,5 olan % geri kazanim degeri 1:5 diliie numunede %111,9’a diismiistii ve bu
numune setinde bazal numuneye gore 1:2 ve 1:5 diliie edilmis numunelerde yiizde degisim
degerleri +%41,7 ve +%77,2 idi. Hesaplamalarda, kullanilan standardin konsantrasyon
degeri ve uygulama asamalar1 tekrar kontrol edilmesine ragmen bu sonuglarla uyumlu bir
hata saptanmamistir. Ancak analizde idrar havuzu olusturmak i¢in kullanilan 3 numuneden
biri benign prostat hiperplazisi, ikincisi hipotiroidi ve Uglinciisii ise bobrek
fonksiyonlarmin anormal calismasi tanisi alan hastalara aitti. Diger numune setlerinden
farkl1 olarak bu numune setinin parametrelerinin tek tip patolojik profile sahip olmamasi ve
hazirlanan numunede bu calismada analiz edilemeyen farkli tip ve diizeylerde analitlerin
olabilecegi dikkate alindiginda; analiz edilemeyen analitlerden bazilarinin sabit sistematik
hatadan sorumlu olabilecegini, bazilarinin ise oransal sistematik hatadan sorumlu
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak bu g¢alismanin sonuglarina dair olast nedenlerinin
literatlirde tartisilabilecegi karsilastirilabilir bir veriye ulasilamamistir. Bu calismada
belirtildigi gibi farkli patolojik profillere sahip idrar ornekleri ile hazirlanan havuz
numunelerinde yapilan analizlerden farkli olarak, her bir patolojik profile sahip idrar
numuneleri ile ayr1 ayri yapilacak matriks calismalar1 ile daha ¢ok anlagilabilir ve

karsilastirilabilir sonuglar elde edilebilir.

Bu calismanin bazi limitasyonlar: vardir. Birincisi; koruyucu kimyasallarin idrar iyot
analizlerine etkilerinin degerlendirilmesi i¢in saglikli goniillillerden alinan numuneler ile
hazirlanan idrar havuzunun iyot diizeyleri besin yolu ile optimal iyot alinimini1 gdsteren
diizey araligi ile uyumlu idi. Bu araligin iistiindeki ve altindaki idrar iyot diizeylerinde bu
koruyucu kimyasallar i¢in ek uygulamalar yapilamamistir. Ikincisi; koruyucu
kimyasallarin kullanildigt idrar numunelerinin ilk 24 saatlik siire icin belli saklama
kosullarinin idrar iyot analizine etkileri degerlendirilmesine ragmen, daha uzun siireli
periyotlarda (1 hafta, 1 ay, 3 ay gibi) degerlendirmeler yapilamamistir. Ugiinciisii;
koruyucu kimyasallarin idrar iyot analizlerine etkilerinin degerlendirilmesi i¢in hazirlanan
idrar havuzu kullanilarak en kabul edilebilir sonuglarin elde edildigi diliient deiyonize su
olmasina ragmen, farkli patolojik profillere sahip idrar numuneleri i¢in ayr1 ayr1 bu diliient

caligmalar1  yapilamamistir. Dordiinciisti; idrar iyot analizlerine dikkate deger
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interferanslar1 olan koruyucu kimyasallarin bu ¢aligmada kullanilan Sandell-Kolthoff
metodunun gerek birinci gerekse ikinci agsamasinda gergeklesebilecek bu olasi etkilerinin
nedenlerinin aciklifa kavusturulabilmesi i¢in ek uygulamalar yapilamamistir. Besincisi;
idrar matriks calismalarinda farkli tip ve diizeylerde bulunabilecek silendirler ve

kristallerin idrar iyot analizine etkileri degerlendirilememistir.
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6. SONUC VE ONERILER

e Bu calismada RCPA-QAP tarafindan idrar iyot analizleri i¢in 6nerilen %TEa degeri
olan %10 dikkate alindiginda kimyasal koruyucular igerisinde idrar iyot analiz
sonuclarina etkileri digerlerine gore daha kabul edilebilir diizeylerde olanlar
strastyla %1 (v/v) 100 gr/L timol, %0,5 (w/v) Na,COs, %1 (w/v) NayCOs, %1 (v/v)
6N HCI, %0,25 (v/v) 100 gr/L timol, %1 (v/v) %50 asetik asit, %1 (w/v) borik asit,
%1,8 (w/v) borik asit ve 10 mL/L formalin + 0,15 mol/L NaCl idi.

e Bu koruyucu kimyasallarin belli oranlarda ilave edildigi idrar numunelerinin 24
saat saklanmasinda en uygun kosullarin oda 1sisinda bekletilmesi oldugu anlasildi.

e lidrar numunelerinin 24 saat oda 1sisinda bekletilmesi sonrasi Sandell-Kolthoff
metodu 1ile iyot analizleri lizerine etkisi en kabul edilebilir diizeylerde olan
koruyucu kimyasallar sirasiyla %0,25 (v/v) 100 gr/L timol, %0,5 (w/v) NayCOs,
%1 (w/v) NayCO3, 10 mL/L formalin + 0,15 mol/L NaCl, %1,8 (w/v) borik asit ve
%1 (w/v) borik asit idi.

e Matriks calismalar ile bazal patolojik diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul
edilebilir diizeylerde olan parametreler sirastyla protein ve 16kosit sayilari iken, 1:2
diliisyonlu numunelerin patolojik diizeylerinin iyot analizine etkileri kabul
edilebilir diizeylerde olanlar glukoz, bilirubin, iirobilinojen, keton (asetoasetik asit),
eritrosit sayilar1 ve epitel sayilari idi.

e Matriks c¢alismalar1 ile 1:2 diliisyonlu numunelerin patolojik diizeylerinin iyot
analizine etkileri kabul edilebilir diizeylerde olan parametrelerin bazal numuneleri
icin belirlenen % geri kazanim degerleri %80’e yakin (glukoz) veya lizerinde
oldugu tespit edildi. Bu sonugclar ile bu parametrelerin idrar matriksindeki patolojik
diizeylerinin Sandell-Kolthoff metodu kullanildig: idrar iyot analizlerine etkilerinin
dramatik diizeylerde olmadig1 anlagilmistir.

e Metot icin yapilan gilin-igi ve giinler-aras1 tekrarlanabilirlik g¢alisma sonuglari
(sirastyla %35,2 ve %7,0) RCPA-QAP tarafindan idrar iyot analizleri i¢in Onerilen
%TEa degeri dikkate alindiginda gereksinimleri karsilamasina ragmen, ozellikle
FAST B metodu olarak bilinen ve redoks indikatorii olarak ferroinin kullanildig
metodun bir biyokimya oto-analizoriinde aplike edilmesi halinde metot presizyonu

i¢cin ¢cok daha basarili sonuglarin alinabilecegini diisiinmekteyiz.
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Bu calismada tanimlanmis test profillerine sahip farkli klinik bulgular1 olan 2-3
hastanin  idrar Orneklerinden hazirlanan havuz numunelerinde matriks
degerlendirme ¢alismalar1 yapildi. Ancak bu calismadan farkli olarak her bir
patolojik profile sahip idrar numuneleri ile ayr1 ayr1 yapilacak matriks ¢alismalari

ile daha ¢ok anlasilabilir ve karsilagtirilabilir sonuglar elde edilebilir.
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